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Resumen

RESUMEN

El tratamiento y disposicion de los residuos sélidos urbanos en rellenos sanitarios
(RS) genera efluentes tales como lixiviados y lodos que pueden convertirse en fuentes de
contaminacion ambiental. Los lodos, productos del tratamiento de lixiviado, concentran
gran parte de los compuestos presentes en el liquido, como materia organica (MO), macro
y micronutrientes y otros contaminantes, como los metales pesados. Una de las précticas
mads habituales en los RS es la recirculacion de estos lodos en el propio relleno, generando

diferentes efectos negativos sobre la operacion de estos complejos.

A su vez, uno de los potenciales destinos de los lodos es su utilizacién como
mejorador de suelos, debido a su aporte de materia orgdnica, macro y micronutrientes,
aumentando as{ su fertilidad y el rendimiento de cultivos. Sin embargo, los lodos pueden
contener un alto contenido de contaminantes, como metales pesados, promoviéndose a
través de esta préactica, su acumulacién en los suelos en donde son aplicados. La
implementacion conjunta del agregado de enmiendas de lodo a suelos infértiles y bajos
en MO, con técnicas de fitorremediaciéon que promuevan su saneamiento, puede ser
adecuada para la restauracion integral de sitios altamente intervenidos y alterados como
los RS, promoviendo la revegetacion para su reutilizacién con los diferentes fines que

sean propuestos.

La idoneidad de las especies vegetales para ser utilizadas en los procesos de
fitorremediacion se centra en su capacidad de tolerar, acumular, estabilizar y degradar los
contaminantes de interés. Nicotiana alata L. es una especie de tabaco utilizada con fines
ornamentales, que en los ultimos anos ha sido estudiada por su potencial en la
descontaminacion de suelos y efluentes.
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Resumen

El objetivo general de esta tesis es evaluar la reutilizacién de lodos derivados del
tratamiento de lixiviados (LR) obtenidos en un relleno sanitario de la regién analizando,
simultdneamente, su capacidad como enmienda orgdnica para una posible restauracion
del complejo ambiental mediante la revegetacion, y la descontaminacién de este mediante

los procesos de fitorremediacion por N. alata.

A fin de estudiar la posibilidad de utilizar el lodo como enmienda, se aplicé un
disefio experimental de un factor, que correspondia a la concentracion de lodo. De esta
forma se buscé evaluar los efectos de su agregado en los sustratos sobre la supervivencia

y condiciones de crecimiento de las plantas.

El segundo bloque de esta investigacion consistié en evaluar la descontaminacién
del complejo suelo-lodo por parte de Nicotiana alata L. bajo diferentes concentraciones
de contaminacion por metales pesados (MP). Para ello se considerd un suelo enmendado
con una concentraciéon constante de lodo, y se aplicé un disefio experimental tipo Box—
Behnken, para evaluar los efectos sobre la especie seleccionada y la extraccion de MP
bajo distintas concentraciones de Pb, Cr y Ni. A la vez, se estudi6 la evolucién temporal
del proceso, mediante cosechas de N. alata a diferentes tiempos, en un mismo nivel de

contaminacion.

Con el objetivo de inferir sobre posibles aplicaciones, se estudié la coevolucién del
proceso de N. alata en co-plantacién con Lolium perenne L., una graminea

frecuentemente encontrada como cobertura vegetal en suelos de RS.

El proceso de descontaminacion y de crecimiento vegetal se estudio a través de
diferentes herramientas y modelos, estadisticos, cinéticos y fisicos, a fin de expresar
matematicamente la evolucion del tratamiento de fitorremediacion en el tiempo y bajo

diferentes niveles de contaminacién por metales pesados.
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Resumen

La aplicacion del lodo como enmienda organica mejord significativamente los
parametros de crecimiento evaluados como la masa seca total, el drea foliar de la planta,

y respuestas bioldgicas como el contenido de proteinas y de pigmentos fotosintéticos.

De las respuestas evaluadas en los experimentos bajo diferentes niveles de
contaminaciéon por Pb, Cr y Ni, se pudo observar que las variables relacionadas a la
extraccion de metales estuvieron intimamente relacionadas a la concentracién de metal
en el suelo. Efectos de interaccion se observaron entre estos distintos contaminantes,
resaltando la importancia de su evaluacién en conjunto y no mediante andlisis
unidimensionales, muy presentes en la gran mayoria de los trabajos de la bibliografia
relevada. Por otra parte, también se puede resaltar la influencia de los distintos niveles de
contaminacion en el desarrollo vegetal, afectando principalmente a la biomasa generada,

que influye en la eficiencia final de fitoextraccion.

Ademads, los resultados expuestos respecto a la acumulacién diferencial entre los
suelos enmendados y los sin enmendar, junto con los mayores rendimientos en biomasa
observados en los tratamientos con enmienda, muestran que el agregado de LR como
enmienda permitiria una mayor extracciéon de los MP estudiados, no sélo por una
concentraciéon mejorada en sus tejidos (especialmente para el caso de Pb y Ni) sino

también, por la promocion de un mayor crecimiento.

De los diferentes andlisis llevados a cabo se podria indicar que, en general,
Nicotiana alata L. tuvo mayor afinidad para extraer y translocar Ni en sus tejidos, seguido
por el Pb y por dltimo Cr. Estas diferencias podrian estar relacionadas con determinadas
funciones bioldgicas que efectivamente cumple el Ni en las plantas haciendo que exista
cierta preferencia por su absorcion. Esto podria estar también influenciado por la

movilidad de cada uno de los metales en los suelos, reportindose en diferentes



Resumen

publicaciones que dicho movimiento en sustratos generalmente es Ni>Pb>Cr. Ademas,
se puede inferir sobre un importante efecto del agregado de materia orgénica, aportada a
través del lodo, en la movilidad del Cr generando una disminucion en su acumulacion

respecto al suelo sin lodo.

Un modelo integrado por expresiones de tipo sigmoide para el crecimiento vegetal,
junto con expresiones fisicas y cinéticas de extraccion de MP, se pudo utilizar para
representar la evolucion de la biomasa y extraccion de metales en el tiempo por parte de
Nicotiana alata L. Los ajustes de modelos en el equilibrio, que consideraron los efectos
individuales de cada metal en su extraccion, se vieron limitados por la no incorporacién
de los efectos conjuntos del resto de los metales presentes. El desarrollo de las expresiones
que incorporaron los efectos conjuntos fue un avance en este sentido, pudiendo formular
matemdticamente la influencia del contenido de todos los metales estudiados en la
expresion final de extraccion de cada metal, tanto por su aporte a la variacién de la

biomasa generada, como por la influencia en la acumulacién de cada uno de ellos.

Finalmente, la utilizacién de los modelos obtenidos junto con informacidn relevada
de la bibliografia permiti6 inferir sobre posibles escenarios de remediacidn en sistemas
de co-plantacion con L. perenne. En contraposicion con lo sucedido en el monocultivo de
N. alata, la préctica de cultivos mixtos ampliaria el espectro de MP que se extraen, a la

vez que podria mejorar la extraccidn neta de Pb, Cr y Ni.

Los lodos estudiados resultan de interés por su importante contenido en nutrientes
que, en presencia de metales pesados, podrian favorecer y mejorar su fitoextraccion,
considerando su aplicacion dentro del RS como material de cobertura y en actividades de

revegetacion.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Presentacion de la problematica

La gestion de los residuos s6lidos urbanos (RSU) es una de las problematicas
ambientales que mayores desafios impone a nivel mundial (Arunbabu et al., 2017).
Globalmente se generan aproximadamente 2000 millones de toneladas de RSU (al 2016),
y se estima que en el curso de 30 afios podrian ascender a 3400 millones, dado el
crecimiento poblacional y urbanistico (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible
Argentina, 2019). Los volimenes de desechos generalmente estidn correlacionados con
los niveles de ingreso y las tasas de urbanizacion, siendo que a medida que los paises
evolucionan de ingresos bajos a medios y altos, las cantidades de desechos también
aumentan, y con ello la necesidad de sistemas mas complejos y costosos para mantener
la salud del medio ambiente y la poblacién. La gestién de residuos puede representar el
gasto mds elevado para muchas administraciones gubernamentales locales, llegando en
algunos casos a significar aproximadamente el 20% de su presupuesto (Regaldo et al.,

2020).

Los rellenos sanitarios (RS) han sido la forma mds comun y aceptada para tratar la
basura en el mundo, y casi el 40% de los residuos se tratan en RS (Arunbabu et al., 2017;
Elias et al., 2019; Regaldo et al., 2020; Wang et al., 2018). En Argentina, la Ley de
Presupuestos Minimos de Proteccion Ambiental para la Gestion Integral de los Residuos
Domiciliarios (Ley 25916/04) propone el sistema de relleno sanitario como método
principal para la disposicion final de los residuos solidos urbanos. El establecimiento a
cargo de la Coordinacién Ecoldgica Area Metropolitana Sociedad del Estado (CEAMSE),

proceso en el afio 2018 aproximadamente 7 millones de toneladas de RSU, cuando recibe
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cerca del 40 % de los residuos a nivel nacional (Informe del estado del ambiente, 2019).
En el afio 2018, en la ciudad de Santa Fe, se generaron mds de 190000 toneladas de
residuos sélidos (Santa Fe y Bolsa de Comercio, 2019). En la planta del RS de la ciudad

de Santa Fe, se tratan alrededor de 500 toneladas diarias de RSU (Banco Mundial, 2015).

El tratamiento de los residuos sélidos urbanos en rellenos sanitarios genera
efluentes tales como lixiviados y lodos que pueden convertirse en fuentes de
contaminacion ambiental. El lixiviado producido es una mezcla compleja de varios
contaminantes, como sales inorganicas, compuestos organicos (en el que las sustancias
himicas constituyen un grupo importante), nutrientes y metales pesados (Arunbabu et al.,

2017; Costa et al., 2019; Wang et al., 2018).

En el proceso de tratamiento de los efluentes se suelen generar otros subproductos,
como los lodos de aguas residuales, cuya produccién ha aumentado drésticamente en los
dltimos aflos y es un gran motivo de preocupacion en muchos paises (Eid et al., 2019; He
et al., 2021). En el lixiviado, una parte importante de sus compuestos como los metales
pesados, pueden estar presentes en el material coloidal (Jones et al., 2006), siendo luego
acumulados en los lodos derivados de su tratamiento. Una de las pricticas mds habituales
en los rellenos sanitarios es la recirculacion de estos lodos en el propio relleno, derivando

en distintas problemadticas.

Algunos autores informan la utilizacién de lodos para material de cobertura
temporal, como uno de los métodos mds efectivos para su disposicioén (Fan et al., 2019;
He et al., 2021). Sin embargo, de esta forma y mediante la recirculacién de los lodos
dentro del RS, la materia orgdnica, nutrientes y posibles elementos valiosos presentes en
el lodo quedan confinados en el relleno, imposibilitando que estos elementos puedan ser

reconvertidos en materiales utiles para las actividades humanas.
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A su vez, uno de los posibles destinos para los lodos de aguas residuales es su
utilizacién como mejorador de suelos, debido a su aporte de materia organica, macro y
micronutrientes (Eid et al., 2019), mejorando la fertilidad de los mismos y el rendimiento
de cultivos. De hecho, la aplicacion de lodos a la tierra se considera una de las formas
mads econdmicas y efectivas para su eliminacién, a la vez que se suministran nutrientes
para el desarrollo vegetal, razén por la cual su utilizacién en agricultura es una practica
que ha ido creciendo en el mundo (Duan y Feng, 2022; Ren et al., 2015). Sin embargo,
como se vio anteriormente, los lodos pueden contener un alto contenido de
contaminantes, como metales traza, promoviéndose a través de esta prictica, su
acumulacion en los suelos en donde son aplicados. La fitorremediacion se plantea como
una opcién para el saneamiento de suelos contaminados y lodos generados en el
tratamiento de aguas residuales, tales como los lixiviados (Almasi et al., 2019; Chavez
Porras et al., 2017). La implementacién conjunta del agregado de enmiendas de lodo, con
técnicas de fitorremediacion, puede ser adecuada para la restauracion integral de sitios

altamente intervenidos y alterados como los rellenos sanitarios.

Un programa de cierre de relleno sanitario incluye entre otras cuestiones, la
recuperacion del sitio, por un lado para proteger la cobertura final del RS y por otro, para
mejorar el entorno posibilitando su utilizacién como drea recreativa, espacio verde o el
uso que se plantee como objetivo (Brutti et al., 2018). En ambos casos la revegetacion del
sitio resulta esencial. Sin embargo, la baja calidad y la falta de nutrientes de los suelos
empleados como cobertura suelen ser una limitante en la instalaciéon de la vegetacion
(Tchobanoglous et al., 1994), lo que conlleva a la demanda de fertilizantes quimicos. Sin
embargo, el crecimiento de la poblacion junto con la demanda creciente de alimentos, el
cambio climatico, la escasez de recursos y la degradacion de los ecosistemas, genera

como un nuevo conflicto emergente la escasez de fertilizantes para la produccion agricola
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(Kurniawan et al., 2023). Bajo este panorama, la necesidad de recuperar y reutilizar
recursos como los nutrientes presentes en las corrientes residuales, es una parte
importante de los modelos de produccién sostenible y bajo el paradigma de economia
circular que se irdn imponiendo (Kurniawan et al., 2023). Los rellenos sanitarios
comprenden dreas muy grandes, por lo que la aplicacién de lodos al suelo de cobertura
podria ser una opcidn efectiva y econdmica como fuente alternativa de materia orgénica
(MO) y nutrientes, al tiempo que mejora sus propiedades fisicas y disminuye la presion
sobre recursos necesarios para la produccion alimenticia (Kim y Owens, 2010;

Kurniawan et al., 2023; Song y Lee, 2010).

1.2. Objetivos

Como se describié anteriormente, la problematica planteada en el RS presenta
diferentes aristas. Por un lado, se encuentra la necesidad de una estrategia para la
recuperacion de los sitios de recuperacidn final con un plan de revegetacidn, que permita
mantener y mejorar propiedades fisicas y quimicas de la cobertura del relleno,
paisajisticas y salud ambiental en general. Estas acciones requieren del suministro de las
condiciones adecuadas para la revegetacion, como ser el aporte de materia orgdnica y de
nutrientes a suelos frecuentemente infértiles, y con posible presencia de contaminantes
como metales pesados. Por otro lado, la necesidad de gestién de un efluente semisélido,
cuya recirculacion trae diferentes problemas técnicos y econdmicos para la
administracion del complejo, mientras que podria representar una fuente alternativa de
recursos como nutrientes y materia orgdnica en los suelos de cobertura. Bajo este contexto

macro, y teniendo en cuenta la posibilidad de aplicacion de lodos como enmienda
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orgénica para estos suelos de cobertura, es que se propuso llevar a cabo las distintas

investigaciones que se describen en esta tesis.

Cabe destacar que la informacién sobre lodos derivados de estos efluentes fue
escasa o no estuvo disponible, con lo cual el estado de arte (Capitulo 2), se centra en la
revision de la técnica de fitorremediacién, modelado, etc., de suelos y lodos en un sentido
amplio, siendo los mayormente estudiados, aquellos derivados del tratamiento de aguas
residuales (cloacales-municipales). Por otro lado, se intenta describir en la medida de lo
posible, el estado de arte del estudio de los lixiviados, efluente que da origen a estos lodos,

y que presenta estrecha relacidn con sus caracteristicas fisicoquimicas.

En el Capitulo 3 se describen las técnicas utilizadas para la caracterizacioén de los

sustratos y del proceso a lo largo de todo el desarrollo experimental.

La investigacion experimental puede subdividirse en dos grandes secciones. Por un
lado, el estudio del uso de estos lodos como enmienda de suelos y su interaccion con la
planta seleccionada (Capitulo 4), y por otro, el de la descontaminacion e interaccion de
la planta con los contaminantes principales en el sustrato (metales pesados) (Capitulo 5).
En el Capitulo 6 se analizan diferentes posibilidades para la expresién matematica del
proceso de fitoextraccidn, tanto en el estado estacionario como para su evaluacion en el
tiempo. Se estudia, ademads, el desarrollo del cultivo de N. alata junto con Lolium perenne
L. en un sistema de co-plantaciéon. En el Capitulo 7 se resumen e integran las

conclusiones derivadas de los resultados obtenidos en las distintas experiencias.

A continuacion, se describen los objetivos planteados al momento de dar inicio al

desarrollo de esta tesis.
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1.2.1. Objetivo general

El objetivo general de esta tesis fue evaluar la reutilizacién de lodos derivados del

tratamiento de lixiviados en un relleno sanitario de la regién evaluando, simultidneamente,

su capacidad como enmienda orgédnica para la mejora del suelo del mismo complejo

ambiental y su descontaminacion mediante los procesos de fitorremediacion.

1.2.2. Objetivos especificos

Caracterizar los lodos en funcién de las variables de interés.

Evaluar posibles especies vegetales para la reutilizacion de las corrientes

residuales, y su fitorremediacion.

Evaluar la tolerancia del cultivo seleccionado y el aprovechamiento nutricional de
los lodos a fin de utilizarse como enmienda organica, determinando las
condiciones més convenientes para su aplicacion y estudiando su influencia en las

distintas variables de crecimiento y desarrollo vegetal.

Estudiar la remocién de contaminantes como metales pesados del sustrato base
utilizado para el crecimiento vegetal. Aplicaciéon de balances de materia en el

sistema.

Evaluar las respuestas de remocién mediante modelos estadisticos de superficie
de respuesta y determinar los pardmetros cinéticos de remocién de metales

pesados para la planta y sustrato estudiado.
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1.3. Aspectos originales de la propuesta

Si bien los estudios particulares experimentales aqui desarrollados se enfocan en
ensayos de laboratorio y de invernadero, en condiciones “semi reales”, dirigiendo las
observaciones a andlisis particulares de aprovechamiento de nutrientes, estados
fisiolégicos y eficiencias de remediacion, y utilizando una especie vegetal particular, este
trabajo de tesis se enmarca dentro de la busqueda de una solucién integral a un problema
real. El objetivo macro es la restauracion de un sitio altamente impactado, como un
relleno sanitario, implementando soluciones que promuevan la reutilizacion de corrientes
generadas en las propias instalaciones, en el marco de respuesta dentro de lo que se

propende como economia circular.

Este contexto define los objetivos a corto y sobre todo a largo plazo de los planes
de investigacion propuestos, delimita las condiciones experimentales y los andlisis sobre

la aplicabilidad del proceso, entre otras cuestiones.

En cuanto a los avances particulares se realizé una investigacion evaluando el uso
de un sustrato “residuo” como enmienda para suelos infértiles, a la vez que se estudid
cémo se llevaria a cabo el proceso de fitorremediacion del sustrato conformado como
resultado del agregado del lodo al suelo, por parte de una especie vegetal particular

(Nicotiana alata L).

Finalmente, dado que uno de los mayores retos de la utilizacién de lodos como
mejoradores de suelos es enfrentar la carga contaminante que traen consigo, asi como la
ya presente en los suelos degradados, se evalud la evolucion de estos contaminantes en el
sistema vegetal implementado. Cabe aclarar que en gran parte de los trabajos relevados

se realizan estudios de remocién de metales de forma individual sin contemplar la



Capitulo 1. Introduccién.

contaminacion conjunta de varios MP a la vez, sobre todo aquellos estudios donde ejercen
un control sobre las concentraciones experimentales (estableciendo niveles de
contaminacion de manera artificial). Por otro lado, en gran parte de los estudios relevados
cuando se evaldan experimentos donde estan presente mas de un metal, se aplican andlisis
de forma independiente, sin considerar la influencia de la contaminacién o remocidn
conjunta. En este estudio se buscé evaluar la remocion de los principales contaminantes
en forma conjunta, analizando las posibles interacciones mediante la utilizacion de

herramientas estadisticas.
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Capitulo 2. Estado del arte

Gran parte de la variabilidad en las caracteristicas de los lodos derivados del
tratamiento de efluentes tiene relacion con las caracteristicas primarias de estos dltimos.
Por ello resulta indispensable conocer la naturaleza del efluente que da lugar a la
produccion de los lodos que fueron aplicados en los diferentes experimentos a lo largo de
la presente investigacion. Debido a esto, se hard una breve revision sobre la generacién y
caracteristicas de los lixiviados de rellenos sanitarios de los que derivan los lodos

investigados en esta tesis.

El enfoque central del trabajo es el de evaluar la posibilidad de utilizar los lodos
como enmienda orgdnica para el crecimiento de Nicotiana alata L., una especie de tabaco
utilizada con fines ornamentales, a la vez que se evalda el proceso de fitorremediacion
del suelo enmendado debido a la contaminacién propia e inducida por el agregado del
lodo, principalmente por metales pesados. La eleccion de una planta ornamental se debe
a la necesidad de que las mismas no presenten atraccion por los herbivoros, con el
objetivo de evitar su ingreso en la cadena alimentaria. Por esto se dedican secciones a
revisar el estado de arte de antecedentes e importancia de la utilizacién de lodo como
enmiendas, la normativa aplicable en la jurisdicciéon competente, del proceso de
fitorremediacion, su modelado con el fin de generar herramientas operativas, costos, entre
otras cuestiones. Finalmente, se incluye una descripcion del sitio donde se trabaja con el

fin de conocer las caracteristicas propias de la situacion problematica puntual.
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2.1. Caracterizacion de los efluentes

2.1.1. Lixiviados de Rellenos Sanitarios

En los rellenos sanitarios (RS) los lixiviados se generan a partir del agua contenida
en los residuos depositados, de la percolacion del agua de lluvia a través del relleno y por
los procesos bioquimicos que se dan en su interior, producto de la degradacién de los
residuos (Costa et al., 2019; Droppelmann y Oettinger, 2009; Salehi et al., 2020; Salem
et al., 2008). El lixiviado producido es una mezcla compleja de varios contaminantes,
como sales inorgdnicas, compuestos organicos (en el que los compuestos himicos
constituyen un grupo importante), nutrientes y metales pesados (Arunbabu et al., 2017;
Costa et al., 2019; Wang et al., 2018). Los residuos depositados estdn constituidos por
una amplia gama de compuestos inorgéanicos, naturales y xenobidticos cuya mezcla, a su
vez, afecta la composicion y el potencial contaminante del lixiviado (Jones et al., 2006).
Pero la calidad del lixiviado no solo depende de factores como la composicién de los
desechos, sino también de los procesos bioldgicos y quimicos que se producen durante su
degradacion, su contenido de humedad, las precipitaciones, el clima local, etc. (Arunbabu
et al., 2017). Por lo tanto, la calidad del lixiviado es especifica del sitio e incluso dentro
de un mismo relleno sanitario la variabilidad es frecuentemente evidente (Arunbabu et al.,

2017; Jones et al., 2006).

2.1.2. Generacion de lodos

Como se introdujo, durante el proceso de tratamiento de efluentes se suelen generar
otros subproductos como los lodos de aguas residuales. El incremento de su generacién
es un gran motivo de preocupacion en muchos paises (Eid et al., 2019; He et al., 2021).

Los lodos son soluciones acuosas, con un alto contenido de sélidos orgdnicos e
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inorganicos, y en donde se pueden concentrar gran parte de los elementos presentes en el
efluente. A escala global, se estima que diariamente se producen entre 35 a 85 g de lodo
seco per capita (Werle y Sobek, 2019). Considerando esta informacion y la poblacion de
la Republica Argentina segun el ultimo censo (INDEC, 2022), el pais podria estar

generando entre 1600 a 3900 t lodo seco d!, aproximadamente.

En el lixiviado, una parte importante de sus compuestos como los metales pesados
pueden estar presentes en el material coloidal (Jones et al., 2006), siendo luego
acumulados en los lodos derivados de su tratamiento. Una de las practicas més habituales
en los rellenos sanitarios es la recirculacion de estos lodos en el propio relleno, siendo
enviados a disposicion final junto con los RSU. Si bien se informa que esta practica trae
algunas ventajas como la distribucién de nutrientes y enzimas (Elias et al., 2019), también
se sabe que la recirculacion de estas soluciones concentradas presenta algunos efectos
negativos sobre la operaciéon de estos complejos. Una posible consecuencia es la
inhibicién de la fase de degradacién metanogénica debido a la alta concentracién de
dcidos orgdnicos que son toxicos para estos microorganismos y la alteracion de la calidad
del lixiviado generado, aumentando la concentracién de compuestos inorgdnicos y
orgdnicos, con consecuencias en los procesos de tratamiento posteriormente aplicados

(Elias et al., 2019; Talalaj y Biedka, 2015).

En general, los métodos de tratamiento de lodos se dividen en tres grandes grupos:
procesos fisicos, quimicos y bioldgicos (Almasi et al., 2019; Mousavi et al., 2015). En
los ultimos afios, el uso de plantas para descontaminacion, y en particular para el
tratamiento de lodos, es de gran importancia debido a su bajo costo, simplicidad, uso de
energia solar, aceptacion universal, mantenimiento de propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del medio, y la prevencion de la erosion del suelo y el control de fugas de

contaminantes hacia zonas circundantes, como las aguas subterrdneas (Naghipour et al.,
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2017). La fitorremediacion es efectiva al eliminar materiales orgénicos e inorgénicos,
presentindose como una posible alternativa para la descontaminaciéon de los lodos
generados en el tratamiento de aguas residuales como la de los lixiviados (Almasi et al.,

2019; Chavez Porras et al., 2017).

Respecto a los lodos derivados del tratamiento de lixiviados, no se encontré en la
bibliografia relevada investigaciones de importancia que aborden su gestién, como asi
tampoco informacién respecto a los pardmetros frecuentemente estudiados para este tipo
de corriente residual. Si se ha encontrado en la bibliografia un trabajo que estudié la
fitorremediacion de los lodos de esta actividad, aunque generado a partir de un
tratamiento diferente del lixiviado. Chavez-Porra et al. (2017) estudiaron la
fitorremediacién de lodos derivados del tratamiento de lixiviados mediante el uso de
rabano (Raphanus sativus L.), acelga (Beta vulgaris L.) y ricula (Eruca sativa Mill.). En
este estudio, se report6 la presencia de cadmio (Cd 0,25 mg kg™'), cromo (Cr 210 mg kg
1, plomo (Pb 18,1 mg kg™!) y mercurio (Hg 690 ug kg!). Las eficiencias de remocién
variaron entre el 4 y el 42 % en funcién de la planta y el metal. No se informaron otras

caracteristicas del lodo analizado en el estudio.

2.1.3. Caracteristicas de lodos derivados del tratamiento de aguas residuales

En general, la composiciéon de los lodos derivados del tratamiento de aguas
residuales presenta caracteristicas muy variables y dependen fuertemente del tipo de
efluente y tratamiento. Particularmente, no se ha encontrado bibliografia suficiente sobre
las caracteristicas de los lodos derivados del tratamiento del lixiviado de RS y, por otro
lado, dichas caracteristicas dependerdn de la localidad, tipo de operacion del RS,

tratamiento de los lixiviados, entre otros factores. Por tal motivo, se ha hecho una revision
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general sobre lodos de tratamiento, con el fin de comprender mejor la problemética de

este tipo de residuos.

Tabla 2.1. Concentracion de contaminantes en lodos de distintos origenes

Descripcién del Lodo estudiado Contaminante Concentra}(l:lon Bibliografia
evaluado (mg kg™)
Lodo de aguas residuales Pb 34,7£6,2
proveniente de un digestor de Cr 372,8+23,6
lodos anaerdbico, del tratamiento Cd 3,30 £ 0,58 (Ren et al., 2015)
de 92% de aguas domiciliarias y Cu 1735.4 + 2863
8% industriales 7n 21103 +78.5
Suelo agricola que ha sido cd 0,573
fertilizado con lodos de aguas (Luo et al., 2015)
residuales durante 13 afios. 7n 605
Pb 18,1
Lodo de Relleno Sanitario Cr 210,0 (Chavez Porras et al.,
Cd 0,3 2017)
Hg 0,7
Pb 5,49 £0,23
Cd 2,08 +0,01
Lodo de planta de aguas residuales Niotal 2,10 £0,12% (Almasi et al., 2019)
Plotal 2,86 + 0,25%
Corgénico 32,60 + 0,78%
Pb 23
Lodo de plapta de aguas ?esiduales Cr 665 .
domésticas e industriales, (Elloumi et al., 2016)
estabilizado aerébicamente. Cu 550
Zn 1825
Pb 263.4
Lodo de planta de aguas residuales C? 66,8 (Singh et al., 2020)
Ni 44,9
Cd 8,1
Pb 301,0 £ 15,1
Lodos de planta d Cd 2,0+04
odos de planta de aguas
residualels), previamegnte Zn 515,0 £25,7 (Zaier et al., 2010)
estabilizado aerébicamente. Cu 155,0£7.8
Co 10,0+ 0,5
Mn 2340+ 11,2
Pb 133,2
Lodos. de una planta de aguas cd 12.8
residuales, espesados y > (Zhu et al., 2013)
deshidratados Cu 45,6
Zn 1516,7

En general la mayor preocupacion de estos efluentes pasa por el contenido potencial

de patégenos y de metales pesados. En la Tabla 2.1 se muestran los contaminantes
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(principalmente metales pesados) encontrados en lodos de diferentes origenes informados

por distintos autores.

2.1.4. Efectos perjudiciales de los metales pesados

Como se describié en la seccién anterior, una de las caracteristicas mas
preocupantes en los lodos de tratamiento es la presencia de metales pesados. Estos
contaminantes presentan diversos efectos adversos tanto en la salud, como en las especies

vegetales que crecen en medios donde se encuentran presentes.

Uno de los indicadores mds comunes de toxicidad en plantas, inducida por metales
pesados, es la disminucién en el crecimiento y un bajo rendimiento de biomasa (Kumar
et al., 2022; Rehman et al., 2017). Sin embargo, en ocasiones el rendimiento de biomasa
puede verse inducido por el aumento de algunos metales en el medio, lo que puede ser un
indicador de la tolerancia a vivir en ambientes contaminados por parte de ciertas especies

vegetales (Chandrasekhar y Ray, 2019).

Los MP en muchas ocasiones desplazan a los metales esenciales de sus sitios
naturales de unién en las proteinas, alterando asi la homeostasis de la célula. Al no ser
susceptibles de degradacién se acumulan en los tejidos de los organismos
(bioacumulacién) y entran en la cadena alimentaria, afectando asi a otros organismos que
no estdn directamente implicados y conduciendo a una posible biomagnificacién del

contaminante (Pathak et al., 2020).

Otro de los posibles dafios causados por MP son los dafios oxidativos de distintos
componentes de los tejidos vegetales. Los iones metdlicos estimulan la produccion de
especies reactivas al oxigeno (ROS) que pueden causar dafios en estructuras como el

ADN vy proteinas, interrumpiendo distintas funciones bioldgicas.
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En la Tabla 2.2 se resumen los diferentes posibles efectos nocivos por parte de los

metales pesados y metaloides en plantas y animales (Pathak et al., 2020).

Tabla 2.2. Efectos toxicoldgicos de los metales pesados y metaloides

Metal Efecto en plantas Efecto en animales
Arsénico (As) Estrés oxidativo, alteraciones Cancer de piel, trastornos
fisioldgicas respiratorios
Cadmio (Cd) Reduccién en la germinacion de Céncer de prostata, atrofia
semillas testicular
Cromo (Cr) Clorosis, crecimiento reducido Cancer de pulmén, enfermedades
hepdticas
Cobre (Cu) Estrés oxidativo Daiios renales, desérdenes
metabdlicos
Mercurio (Hg) Efectos genotdxicos Ataxia, ceguera
Plomo (Pb) Inhibicién de la actividad enzimatica Daiio neuronal, nefropatia
Niquel (Ni) Reduccién en la absorcién de Céncer de pulmén y nariz
nutrientes
Selenio (Se) Alteracion de las propiedades de Disfunciones del sistema
proteinas enddcrino

Sin embargo, la respuesta puede variar segin la especie vegetal, siendo algunas de
ellas facilmente susceptibles a sufrir dafios, mientras que otras muestran mayores niveles
de tolerancia a concentraciones elevadas de MP. Pueden diferenciarse dos tipos de plantas
en funcién de su capacidad para interactuar con los metales pesados: aquellas que evitan
al MP y otras tolerantes a los mismos. La primera categoria restringe la entrada de los
metales a la planta mediante la barrera de permeabilidad de la membrana celular de la
raiz, mientras que las segundas, dirigen los metales a la vacuola tras su absorcién, sin
causar ningin dafio (Kumar et al., 2022). En este sentido, las células vegetales han
desarrollados diferentes mecanismos adaptativos para contrarrestar los efectos nocivos de
los MP, utilizando estrategias para evitar su participacion en mecanismos de reaccion

innecesarios que conducen a la toxicidad (Kumar et al., 2022).
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2.2. Importancia de la cobertura vegetal en rellenos sanitarios

Un programa de cierre de RS incluye, entre otras cuestiones, la recuperacién del
sitio para proteger la cobertura final del RS y mejorar el entorno que posibilite su
utilizacién como drea recreativa o el uso que se plantee como objetivo (Brutti et al., 2018).
En ambos casos la revegetacién del sitio resulta esencial. La incorporacién de una
cubierta vegetal, ademds de aportar un valor estético, es importante para controlar la
erosion del suelo y minimizar la infiltracién de agua de lluvia (Kostopoulou et al., 2010;
Nagendran et al., 2006). Asimismo, esta vegetacion juega un papel importante en el
control de la generacién de lixiviados, ya que limita la infiltracion de las lluvias y absorbe
la humedad del suelo de la cobertura, devolviéndola a la atmésfera por evapotranspiracion
(Garg et al., 2019; Ni et al., 2020). Ademas, se ha demostrado que la incorporacién de
plantas jovenes reduce la conductividad hidraulica del suelo, lo que ayuda a retener el
agua antes de que se evapore (Ni et al., 2020). Sin embargo, la baja calidad y falta de
nutrientes de los suelos empleados como cobertura suelen ser una limitante en el
establecimiento de la vegetacion (Tchobanoglous et al., 1994). Ademads de encontrarse un
suelo normalmente infértil y compacto, otros de los aspectos que suelen prevalecer es la
coexistencia de componentes téxicos como metales pesados, déficit hidrico, entre otros.
Estas caracteristicas pueden inducir efectos negativos en las plantas dificultando su
crecimiento y desarrollo y, en general, provocando una cubierta vegetal deficiente y
dafiada (Kostopoulou et al., 2010). Durante el cierre de los médulos del relleno sanitario,
se utiliza una gran cantidad de suelo con un nivel muy bajo de materia organica (MO), y
se requiere una gran cantidad de fertilizantes organicos para restaurar su fertilidad e
inducir la revegetacion después del cierre (Song y Lee, 2010). Por esto, la aplicacion de
lodos al suelo de cobertura podria ser una opcion efectiva y econdmica como fuente
alternativa de MO y nutrientes (Kim y Owens, 2010; Song y Lee, 2010).
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2.3. Proceso de fitorremediacion

A lo largo de los afios, en la busqueda de remediar ambientes contaminados como
suelos y recursos hidricos, se han empleado diferentes enfoques, tanto biolégicos como
fisicos y quimicos. Una de las técnicas de remediacion bioldgica es la fitorremediacion,
que se basa en la utilizacién de plantas e involucra procesos de translocacion,
acumulacidn, transporte, transformacion y volatilizacion de los contaminantes por parte
de la vegetacion. Es una tecnologia prometedora por su bajo costo, simplicidad, de gran
aceptacion social por su impacto visual positivo, por el mantenimiento de propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas de los suelos, etc. (Naghipour et al., 2017; Shen et al.,

2022).

La fitorremediacién implica diferentes mecanismos o estrategias por parte de la
planta en interacciéon con los contaminantes, que pueden clasificarse como
Fitovolatilizacion, Fitoestabilizacion, Fitodegradacion y Fitoextraccion (Zhang et al.,
2020). Dependiendo de la naturaleza del contaminante y de las capacidades de la planta,

serdn posibles o predominantes ciertos mecanismos frente a otros.

En la Figura 2.1 se detallan los distintos mecanismos por los que se da el proceso

de descontaminacién con plantas, y a continuacién se describe cada uno de ellos.
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Fitodegradacion

Fitovolatilizacion

Fitoestabilizacion

Figura 2.1. Mecanismos de fitorremediacion

2.3.1. Fitovolatilizacion

La fitovolatilizacién es la liberacion de contaminantes presentes en el medio hacia
la atmésfera, principalmente por el proceso de transpiracion (Zhang et al., 2020). Este
proceso aplica principalmente a contaminantes voldtiles o que pueden transformarse
durante el proceso a estas formas. En cuanto a los metales pesados, es un mecanismo que

puede se ha reportado para elementos como Hg, Se y As.

2.3.2. Fitoestabilizacion

La fitoestabilizacion, también es un mecanismo util cuando se evaltian estrategias

de remediacion de suelos contaminados por MP. Se basa en el mecanismo de convertir a
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los contaminantes en sus formas menos biodisponibles, evitando asi su migracién desde
el sitio de contaminacién, a través de lixiviacion o escorrentias, hacia zonas de mayor
riesgo o sensibilidad ambiental (Pathak et al., 2020). Engloba procesos de absorcién y
acumulacién en las raices o bien, procesos de precipitacion en la zona de la rizosfera
debido a cambios fisicoquimicos del medio. Suele ser particularmente efectiva en suelos

de textura fina con un alto contenido de materia orgdnica (Delgadillo-Lépez et al., 2011).

2.3.3. Fitodegradacion

La fitodegradacion, también denominada fitotransformacion, se da a través de
modificaciones quimicas de los compuestos contaminantes gracias a las actividades
enzimaticas en la zona radicular o en la parte aérea de la planta. En la zona radicular, este
tipo de proceso, muchas veces es asistido por procesos de degradacion por parte de

microorganismos, como bacterias y hongos (Pathak et al., 2020).

2.3.4. Fitoextraccion

La fitoextraccion es el enfoque de fitorremediacién mds importante cuando se trata
la eliminacién de metales y metaloides en suelos contaminados, agua, sedimentos y
biosolidos, e implica la extraccién y acumulacién de los contaminantes en los tejidos

cosechables/aéreos (Pathak et al., 2020; Sarwar et al., 2017).

El proceso de fitoextraccion estd mediado por distintos mecanismos bioldgicos, que
determinaran la tasa de acumulacion y la distribucion de los contaminantes en los

diferentes tejidos de la planta. Estos procesos pueden dividirse en los siguientes:

Movilizacion. En esta etapa se incrementa la solubilidad y, por tanto, la

biodisponibilidad de los metales en el suelo. Se cree que las plantas poseen la capacidad

19



Capitulo 2. Estado del arte.

de secretar exudados capaces de actuar como agentes quelantes y solubilizar los metales
en la region de la rizosfera. Ademas tienen la capacidad de disminuir el pH en esta zona,
lo que aumenta la solubilidad de los metales en la solucién del suelo y las reductasas
metalicas especificas proporcionan a las plantas la capacidad de reducir los metales no

biodisponibles (Mahmood, 2010; Upcraft y Guo, 2020).

Captacion y secuestro. Los iones se absorben en las raices y se transportan a lo
largo de la via simplastica o a través de la via apoplastica, quedando el exceso de metales
retenido en las vacuolas. Los metales esenciales como el Cu, Zn, Mn, Ni y el Fe, tienen
funciones reguladoras importantes en una serie de procesos bioldgicos, como parte de las
proteinas transportadoras de electrones y como cofactores de numerosas enzimas (Sarwar
etal.,, 2017). La mayoria de los iones metalicos ingresan activamente a las células
vegetales a través de la via simplastica, mediante portadores de iones metalicos. Sin
embargo, ocurre una competencia por estos portadores entre metales esenciales y no
esenciales, lo que explicaria como éstos ultimos son capaces de transportarse contra un
gradiente de concentracion (Upcraft y Guo, 2020). Una vez dentro de la planta, los iones
metalicos se almacenan en las raices o se transportan hacia el brote y las partes aéreas de

la planta.

Carga en el xilema. Los iones son transportados al xilema a través de proteinas
transportadoras unidas a la membrana. Los iones que inicialmente se transportaban a
través de la via apoplastica son bloqueados por la banda de Caspary y continlian
posteriormente a través de la via simplastica hasta el xilema. El transporte desde las
células de la raiz hacia el xilema establece un paso limitante (Mahmood, 2010; Upcraft y

Guo, 2020).
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Transporte y descarga del xilema. Los iones se descargan a lo largo del xilema, y
se produce el transporte xilemdtico hacia el floema, mediado por las células de
transferencia. Las paredes celulares del xilema poseen una alta capacidad de intercambio
16nico, por lo que el transporte de cationes metéalicos puede verse seriamente retrasado, y
el transporte se produce con iones metalicos acomplejados con una serie de ligandos de
moléculas organicas pequefias, como el citrato (Kutrowska y Szelag, 2014; Upcraft y

Guo, 2020).

Descarga, distribucion tisular y secuestro. Los iones metalicos entran en el
simplasto de las hojas y se distribuyen por toda la hoja a través de la via simplastica y
apoplastica. A partir de aqui, los metales esenciales en exceso y los no esenciales son
secuestrados en las vacuolas celulares. Una caracterizacion util para cuantificar el grado
en que se produce esta cadena de transporte es el factor de translocacion (FT), que

relaciona la concentracion de contaminante almacenada en el brote y la raiz.

2.3.5. Variables que afectan el proceso de Fitoextraccion

El proceso de fitoextraccidon estard fuertemente influenciado también por las
propiedades del suelo, como el pH, Conductividad Eléctrica (CE), contenido de MO,
textura, presencia de iones competitivos, entre otros, ya que influyen en el proceso de
movilizacién y absorcidn, acumulacién y distribucién de los contaminantes en los tejidos
vegetales (Aihemaiti etal., 2018; Pathak etal., 2020). Ademds también influyen
fuertemente las especies y edades de las plantas presentes, los exudados de las raices, los

microorganismos presente en el suelo, etc. (Sarwar et al., 2017).

En general se reconoce que la disminucién del pH del suelo aumenta la solubilidad

de los metales. Algunos autores encontraron que la absorcién de metales por la planta
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aumentaba conforme disminuia el pH y aumentaba su solubilidad, aunque existen
resultados contradictorios (Maxted et al., 2007). Estas contradicciones en los resultados
pueden deberse a que existen diversas formas en las que el pH influye en el proceso de
fitorremediacion y que agregan incertidumbre a la evaluacidn de estos procesos. Dentro
de ellas, se puede mencionar que afecta la capacidad de intercambio catiénico del suelo,
el equilibrio de disolucion-precipitacion de los iones metalicos en las soluciones del
suelo, la supervivencia y desarrollo de distintos microorganismos del suelo que pueden
interferir en el proceso, procesos de adsorcién y desorcion, entre otros (Zhang et al.,

2020).

La materia orgdnica del suelo también juega un papel importante en la absorcion de
metales al alterar la capacidad de intercambio catidénico y la capacidad de sorcién del
suelo. Sin embargo, en muchas ocasiones también existen resultados opuestos respecto a
su efecto en la remediacién (Aihemaiti et al., 2018). Un mayor contenido de MO puede
determinar una mayor cantidad de sitios de sorcién y quelantes de metal en la matriz del
suelo, reduciendo la proporcién de metales extraibles. Sin embargo, algunos resultados
muestran que la adicién de diferentes fuentes de materia orgdnica influyé positivamente
en la extraccién de metales en los tejidos vegetales. Aihemaiti et al. (2018) encontraron
que el contenido de MO y la absorcién de Cr en los brotes de Setaria viridis (L.) P. Beauv.
(Almorejo) presentaban una correlacion positiva en los sitios relevados, en linea con otros
autores que observaron que la adicion de materia orgdnica al suelo incrementd la

biodisponibilidad de los metales pesados (Beesley et al., 2010; Schwab et al., 2007).

El contenido de nutrientes también puede afectar la capacidad de la planta para
extraer y traslocar metales del medio. Aihemaiti et al. (2018) encontraron que mayores
niveles de potasio (K) se correlacionaron negativamente con el contenido de Vanadio (V),

Cr y Cu en raices de S. viridis, y positivamente con la de los brotes, indicando que su
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adicion podia mejorar la capacidad de traslocacion estos metales, desde las raices a los
tejidos aéreos. Ademds, la adicion de nutrientes puede tener efectos positivos sobre la
generacion de biomasa vegetal incrementando la cantidad de contaminante extraido. Por
otro lado, también puede darse una interaccion reciproca, ya que la capacidad de las
plantas para extraer agua y nutrientes del suelo, en muchos casos puede verse influida por
la presencia de compuestos téxicos como los metales pesados, que generen ademds una

reduccidn en el rendimiento de la biomasa (Zhang et al., 2020).

Las variables que influyen en los procesos son multiples, y en la mayoria de los
casos se encuentran intimamente ligadas y comprometidas, por lo que los resultados
suelen diferir en las investigaciones, siendo necesario estudiar los mecanismos de

influencia de manera integral (Zhang et al., 2020).

2.3.6. Criterios para la seleccion de especies vegetales fitoextractoras

La seleccion de especies vegetales para aplicar el proceso de fitorremediacion se
centra en su capacidad de tolerar, acumular, estabilizar y degradar los contaminantes de

interés.

En general, las plantas seleccionadas deben cumplir con las siguientes
caracteristicas (Ali et al., 2013; Sarwar et al., 2017): tasa de crecimiento rdpido, gran
produccién de biomasa, capacidad de hiperacumular MP de interés, amplia distribucién
geografica, capacidad de translocar el MP desde la raiz a la parte aérea y tolerar sus
efectos toxicos, ser resistente a los patdgenos y plagas, encontrarse bien adaptadas a las
condiciones climaticas imperantes, de facil de cultivo y cosecha, y no presentar atraccion

por los herbivoros (evitando asi, su ingreso en la cadena alimentaria). Esto dltimo, es una

23



Capitulo 2. Estado del arte.

de las razones por las cuales puede ser adecuado la eleccion de especies de uso

ornamental.

En los tdltimos afios se han identificado centenares de especies con caracteristicas
de hiperacumulacién de MP (Pathak et al., 2020). Sin embargo, la mayoria de las plantas
hiperacumuladoras suelen ser de crecimiento lento y baja generacién de biomasa (Liu

et al., 2018).

Es por esto que en general, se han utilizado dos enfoques diferentes en la
fitoextraccion: el uso de especies vegetales hiperacumuladoras, con una gran
acumulacién de MP por unidad de masa seca, pero con una produccién de biomasa
relativamente baja (y lenta) que dificulta el éxito de sus aplicaciones; y el uso de especies
vegetales con una produccién de biomasa aérea mayor, pero con una menor acumulacién
de metales, a veces favorecida mediante el agregado de agentes quelantes o
microorganismos que mejoran la capacidad de acumulacion de la planta (Sarwar et al.,

2017; Upcraft y Guo, 2020).

Muchos estudios han evaluado el potencial fitorremediador de diferentes plantas
para la descontaminacién de efluentes y suelos. Khan et al. (2019) estudiaron la
descontaminacién de efluentes sintéticos que contenian concentraciones significativas de
MP utilizando plantas ornamentales, como Nicotiana alata L. y Petunia hydrida L. El
proceso se vio favorecido por la incorporacién de enmiendas organicas como compost.
Song y Lee (2010) estudiaron el acondicionamiento del suelo de rellenos sanitarios
incorporando compost de lodos de depuradora evaluando su influencia en la revegetacion
del sitio, considerando tres especies arboreas (Quercus acutissima Carruth., Liriodendron
tulipifera L. y Betula schmidtii Regel). Salehi et al. (2020) analizaron la

descontaminaciéon de suelos contaminados con pireno utilizando plantas de Sorghum
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bicolor L. (sorgo), evaluando el efecto sobre la eficiencia de fitorremediacién provocado
por la aplicacion de diferentes dosis de lixiviados de RS. Yang et al. (2017) estudiaron la
fitoextraccion realizada por especies de tabaco (Nicotiana sp.) en suelos contaminados

con cadmio.

El género Nicotiana spp. forma parte de la familia de las solandceas, una importante
familia de plantas con flores (angiospermas) que comprenden mas de 100 géneros y mas
de 3000 especies. Las solandceas se encuentran en todo el mundo en ecosistemas que van
desde los desiertos hasta las selvas tropicales, y abarcan formas de vida desde hierbas
anuales hasta arboles de las selvas tropicales. Tienen una importancia econdmica
considerable y se utilizan ampliamente como plantas ornamentales (petunias), fuentes de
compuestos medicinales (tabaco, mandrigora, belladona, estramonio) y como alimento
(por ejemplo, tomate, berenjena, pimientos). Aunque los miembros de la familia
Solanaceae se encuentran en todo el mundo, son mds abundantes y estin mas
ampliamente distribuidos en las regiones tropicales de América Latina, donde unos 40

géneros son endémicos.

Nicotiana spp. es un género de especies vegetales con potencial fitorremediador
debido a su rdpido crecimiento, enraizamiento profundo, alta produccién de biomasa y
potencial de acumulacién de MP (Daghan, 2019; Liu et al., 2011; Rosén et al., 2012;
Yang et al., 2017). Se cultiva en varias regiones del mundo debido a su adaptacién a una
amplia gama de climas. Se pueden encontrar especies del género Nicotiana cultivadas
para el consumo de sus hojas, como N. tabacum, y especies utilizadas sobre todo con

fines ornamentales, como Nicotiana alata L.

Diversos autores han demostrado interés en Nicotiana alata L. (también conocida

como tabaco ornamental o tabaco jazmin), ya que sus flores contienen defensinas (NaD1)
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con aptitudes antiftingicas (Dracatos et al., 2014; Lay et al., 2012), y m4s recientemente,

comenzo a ser estudiada en el tratamiento de cancer (Baxter et al., 2017).

Si bien la especie N. alata se reporta como un acumulador de varios MP (Khan
etal., 2021), los estudios encontrados son escasos y enfocados principalmente a la

descontaminacién de efluentes liquidos y sintéticos (Khan et al., 2020b, 2019).

2.3.7. Co-plantacion

Si bien la mayoria de los estudios se centra en la evaluacion de una tnica especie,
o de varias especies en monocultivo, la presencia de varias especies en conjunto no sélo
suele ser lo recurrente en los suelos silvestres, sino que puede resultar en diferentes
ventajas para el proceso de fitorremediacion. La co-plantacion con diferentes especies
puede mejorar el espectro de metales efectivamente absorbidos (ya que diferentes plantas
pueden acumular de manera preferencial ciertos MP), aumentar la resistencia y tolerancia
a los contaminantes presentes en el suelo, aumentar la acumulacién de MP en los tejidos
vegetales, mejorar el rendimiento de biomasa (y por ende la cantidad de MP extraido),

aumentar el area de raiz en el suelo, entre otros (Shen et al., 2022; Wu et al., 2021).

Especies como Lolium perenne L. (césped) y Trifolium repens L. (trébol) se suelen
encontrar en rellenos en proceso de restauracion (Brutti, L. N., Beltrdn, M. J., & Giardina,
2015; Song, 2018). A la vez, estas especies también han sido estudiadas como especies
con capacidad fitorremediadora de metales pesados (Hough et al., 2005; Lin et al., 2021;

Padmavathiamma y Li, 2012; Pandey y Bajpai, 2019).
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2.4. Utilizacion de lodos como enmienda organica

Como se planted anteriormente en la seccidén 2.2, uno de los problemas para la
implantacion de la vegetacion en los RS, ya sea para fines estéticos, fitorremediacion, o
ambas, no sélo es la presencia de elementos potencialmente fitotoxicos, sino la baja
calidad de los suelos, ausencia de nutrientes, y otros factores que limitan el desarrollo
vegetal. La fitorremediacidn asistida implica la utilizacion de plantas para la recuperacién
de sitios contaminados junto con el agregado de enmiendas de distintos origenes, con el
fin de disminuir la fitotoxicidad del suelo mejorando sus caracteristicas fisicas y
quimicas, la disponibilidad de nutrientes, la capacidad de retencion de agua, etc. (Jaskulak

et al., 2020).

2.4.1. Nutrientes: su importancia en el desarrollo vegetal y como potenciales

contaminantes

El Nitrogeno (N) es un elemento esencial para todos los seres vivos, y es
considerado un macronutriente. Ademds de ser un componente especifico de las
proteinas, estd presente en la mayor parte de las combinaciones organicas de los vegetales.
Actualmente estd demostrado que es el factor limitante mas comun del crecimiento de las
plantas y que un suministro deficiente de este nutriente puede provocar notables
descensos en la produccion vegetal. En los sistemas agricolas, la fertilizacion nitrogenada
suele ser una alternativa costosa, pero a menudo necesaria, para solucionar las

deficiencias edaficas (Benimeli et al., 2019).

En las plantas, el nitrégeno compone diversos compuestos esenciales, como los
aminodcidos, unidades estructurales de proteinas, enzimas, vitaminas, clorofilas, entre

otros. Ante la deficiencia de N, la planta suele presentar un escaso desarrollo, con hojas
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pequefias, que se vuelven rigidas y suelen exhibir clorosis (Benimeli et al., 2019). En
muchos casos, ante la falta de N, el contenido de proteinas suele ser bajo y el de azicares
alto, debido a que el N es insuficiente para combinarse con todas las cadenas carbonadas
y formar proteinas. La mayor parte del N absorbido por las plantas es en forma de nitratos,
que estd presente en los suelos por descomposicion de la materia orgénica, deposicion de

estiércol animal o el agregado de fertilizantes.

El fosforo es otro de los nutrientes esenciales para el desarrollo vegetal,
participando en funciones clave de transferencia de energia, en la fotosintesis, transporte
de nutrientes, entre otros. La ausencia de este elemento puede causar una reduccién en el
tamafo de la planta, nimero de hojas, produccién de frutos, retraso en la madurez, etc.
En el suelo, existe como fosfato, siendo incorporado al suelo de las mismas maneras que
el nitrato, es decir a través de la degradacion de la MO, de las deposiciones o de manera
artificial por fertilizacién. Sin embargo, gran parte del fosfato en el suelo no esta de forma

disponible para las plantas (Gruposacsa, 2015).

Por lo expuesto, la incorporacion de nutrientes al suelo es vital para el desarrollo
vegetal y la recuperacion de suelos degradados. Sin embargo, como se desarrolld
anteriormente, la escasez de fertilizantes para la produccion agricola se presenta como un
nuevo conflicto emergente, por lo que recuperar y reutilizar recursos como los nutrientes
presentes en las corrientes residuales, se vuelve una necesidad imperante en los modelos

de desarrollo actuales (Kurniawan et al., 2023).

A su vez, si bien las plantas consumen los nutrientes disponibles en los sustratos, la
presencia de grandes cantidades de nitrégeno, fésforo y materia orgdnica en los lodos
puede ocasionar problemas si son liberados al ambiente o a los cursos de agua en forma

incontrolada. Por este motivo, una gestién sistematizada y ambientalmente responsable
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es necesaria para evitar dafios secundarios al ambiente. Segin informes relevados,
anualmente se producen 5 millones de metros cubicos de lodo de aguas residuales, y se
estimé que para 2022 alcanzaria los 7 Mm?®. La fitorremediacién podria resultar efectiva
para estabilizar el lodo al eliminar tanto materiales orgdnicos como inorgdnicos (Almasi

etal., 2019).

2.4.2. Indice de tolerancia en el enriquecimiento con lodos

La aplicacion de lodos como enmienda puede tener efectos positivos o negativos.
La inhibicién o promocién del crecimiento vegetal causado por la aplicaciéon de lodos,
puede ser expresada a través del indice de tolerancia (IT), que se define como la relacion
entre el crecimiento de la planta en el suelo enriquecido con lodo, en comparacién con un

suelo control (Drzewiecka et al., 2019; Zaier et al., 2010).

Crecimiento en suelo enriquecido

— 2.1

Crecimiento en suelo control @.D
Si IT es igual a 1, se considera que no hay influencia del tratamiento en el

crecimiento, si es mayor a 1 el efecto es favorable, y si es menor a 1, entonces el

tratamiento afectaria negativamente el crecimiento vegetal.

Zaier et al. (2010) estudiaron la aplicaciéon de lodos de depuradora de aguas
residuales, encontrando que dicha enmienda estimulaba significativamente la produccién
de biomasa de Brassica napus L. (colza), y que este efecto se veia incrementado a medida
que la concentracién de lodo crecia. Esto llevo a que el indice de tolerancia para los tres
tratamientos relacionados con las dosis de lodo fuera superior a 1, alcanzando un valor de
3 para el tratamiento de mayor contenido de lodo, confirmando el efecto beneficioso del

lodo sobre el crecimiento de B. napus, probablemente debido a su efecto fertilizante.
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Drzewiecka et al. (2019) calcularon el indice de tolerancia para plantas de Acer
platanoides L. (arce real) y Tilia cordata Mill. (tilo) cultivadas en tierra y lodos mineros.
En ambas plantas de obtuvo un IT inferior a 1 evaluando el crecimiento de toda la planta,
y resultando en 0,1 y 0,2 cuando se aplicé sélo al peso foliar, mostrando el efecto

inhibitorio que tuvo el lodo en las plantas, sobre todo en el crecimiento foliar.

2.4.3. Mejoramiento de la fitorremediacion utilizando técnicas agronémicas

La incorporacién de lodos al suelo no sélo resulta en una forma alternativa para el
tratamiento del lodo como problemadtica ambiental, sino que al utilizarse como potencial
mejorador de suelo también resulta en una forma de fomentar el proceso de
fitorremediacion del suelo ya afectado, tanto por recuperar sus propiedades
fisicoquimicas en si, como por potenciar el crecimiento de las plantas con poder
fitorremediador que se implementen. Las practicas agricolas de incorporacion de aditivos
al suelo, ya sea como fertilizantes, inéculo de microorganismos, biochars etc., aumentan
el crecimiento y la biomasa de las plantas, lo que conduce a una mayor absorcién y
acumulacién de MP del suelo. Las précticas agricolas como el policultivo, o las disefiadas
para mejorar la exposicion del suelo a la luz y el aire, son otros medios para aumentar el
crecimiento de las plantas, con una mayor generacién de biomasa y un aumento en la

cantidad de contaminantes extraidos/remediados (Pathak et al., 2020).

2.4.4. Implementacion de lodos como material de cierre

Algunos autores han estudiado la utilizacién de lodos de distintas procedencias para
material de cobertura temporal en rellenos sanitarios (Fan et al., 2019; He et al., 2021;
Rosli et al., 2020). Sin embargo, tanto de esta forma como de la practica mas habitual de

recirculacion de los lodos dentro del RS, la materia orgénica, nutrientes y posibles
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elementos valiosos presentes en el lodo quedan confinados en el relleno, imposibilitando
que estos elementos puedan ser reconvertidos en materiales utiles para las actividades

humanas.

Como se desarroll6 previamente, las propiedades fisicoquimicas de los suelos que
cubren los rellenos sanitarios a menudo necesitan mejorarse incorporando enmiendas. A
su vez, uno de los posibles usos de lodos de aguas residuales es su utilizacién como
mejorador de suelos, debido a su aporte de materia organica, macro y micronutrientes
(Eid et al., 2019), incrementando su fertilidad y mejorando el desarrollo vegetal y

rendimiento de cultivos.

Los rellenos sanitarios comprenden dreas muy grandes, por lo que la aplicacion de
lodos al suelo de cobertura podria ser una opcion efectiva y econdmica como fuente
alternativa de MO y nutrientes, al tiempo que mejora sus propiedades fisicas y disminuye
la presién sobre recursos necesarios para la produccién alimenticia (Kim y Owens, 2010;
Kurniawan et al., 2023; Song y Lee, 2010). Por otro lado, su utilizacién en tareas de
recuperacion de un drea altamente afectada como un RS, mejoraria la aceptacién social
sobre su implementacion en suelos, a la vez que disminuye el riesgo de contaminacién
respecto a su aplicacién en otras dreas, por ser é€sta, un sitio con usos restringidos y

controles ambientales permanentes.

Si bien no existe una norma especifica que legisle la utilizacién de este tipo de
lodos, esta vigente la resolucion “Norma técnica para el manejo sustentable de barros y
biosolidos generados en plantas depuradoras de efluentes liquidos cloacales y mixtos
cloacales-industriales” (MDSyMA, 2018), que puede utilizarse como norma guia para

intentar establecer las condiciones del manejo sustentable de los lodos analizados.
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En dicha norma, segin diferentes requerimientos (como niveles de patégenos
maximos establecidos), pueden clasificarse en biosdlidos clase A o B, y en funcién de

ellos surgen distintas limitaciones para su uso.

El Articulo N°4 de la norma establece que los biosdlidos que se encuentren por
encima de los valores de referencia de metales en el bios6lido o que posean alguna de las
caracteristicas que los definen como peligrosos en los términos del marco regulatorio
vigente, no serdn considerados aptos para su utilizacion, segtin las formas de uso definidas
en el articulo 10 “formas de uso y disposicion”. Dentro de las formas de uso se encuentra
la posibilidad de ser utilizados como cobertura final o bio-coberturas en las acciones de
clausura de rellenos sanitarios de residuos sélidos urbanos y en las actividades de su

revegetacion, que son los objetivos macros planteados en esta tesis.

Particularmente, para que el lodo sea aplicado segtin las formas establecidas de uso
en la norma (dentro de las cuales se encuentra su uso como material de cobertura final
para el cierre de rellenos sanitarios) el mismo debe, ademds, atravesar un proceso de
estabilizacion. Dentro de estos procesos se encuentra el compostaje, digestion aerdbica y
anaerdbica termofilica, entre otros procesos. De no atravesar por uno de estos procesos el
biosélido no puede ser considerado como de “clase A o B”, y debe ser enviado a
disposicion. Dentro de las opciones de disposicidn, se encuentra la “Disposiciéon como
cobertura de las capas diarias de las celdas en rellenos sanitarios”, que puede ser una
opcién cuando no se logren cumplir con los objetivos planteados, aunque de esta forma
surge un desaprovechamiento de los nutrientes y recursos presentes en el lodo, a la vez
que se disminuye la vida util de las celdas del RS. Ademas, existen restricciones sobre el
cuerpo receptor, como el contenido de metales ya presentes en el suelo, cercania a
captaciones de agua, permeabilidad del suelo, nivel freatico, entre otros aspectos a

analizar al momento de su aplicacion real.
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2.5. Modelado de los procesos de fitorremediacion

El propésito del modelado es predecir la transferencia de contaminantes del suelo
a las plantas (Pedron et al., 2017). Se suelen utilizar tanto modelos mecanicistas como
empiricos para predecir la concentracion final en las plantas o en el suelo, en funcién de

los objetivos buscados (Lopes et al., 2012).

En las siguientes secciones, se presentan algunos de los modelos encontrados en la
bibliografia, que pueden ser utiles en la simulacion a escala real en forma eficiente y

medianamente simple.

2.5.1. Factores de bioconcentracion/ traslocacion

La eficiencia de la fitoextraccién se suele cuantificar calculando el factor de
bioconcentracién (FBC) y el factor de translocacién (FT) (Alaribe y Agamuthu, 2015;
Almasi et al., 2019; Pedron et al., 2017). Las expresiones correspondientes pueden

representarse por las siguientes ecuaciones:

. ., Cplanta,i
Factor de bioconcentracién: FBC = 242 (2.2)
Csuelo,i
L Chrote,i
Factor de translocacién: FT = % (2.3)
raiz,i

Donde Cpignta,i> €S 1a concentracion del metal en la planta cosechada, Cy e ; €8 1a
concentracion del metal en el suelo, C,.,;,; representa el contenido del metal en las raices

Y Chrote,i €n las partes a€reas.

Luo et al. (2020) ademas calcula el factor de extraccion total de metales:
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Factor de extraccion: FE = Cyianta,i X MSpianta (2.4)
Donde MSp,4ntq €8 €l peso seco de los tejidos vegetales.

Almasi et al. (2019) estudiaron el potencial de las plantas Gossypium hirsutum L.
(algodon) y Solanum lycopersicum L. (tomate) para la estabilizaciéon de lodos de
depuradora. Los factores de translocacion (2,44) y de bioconcentracion (1,63) mas altos
se observaron para S. lycopersicum. Los autores expresaron que las plantas utilizadas
tienen una alta capacidad de translocacién y acumulacién de Cd y que, evaluando la
totalidad de los parametros, se podrian usar adecuadamente para estabilizar los lodos de

depuradora.

En el estudio de Alaribe y Agamuthu (2019) de remocién de Pb en suelos
contaminados, con ejemplares de Lantana cdmara L. (1753) (bandera espafiola) y
enmendados con distintos sustratos, el FBC y FT fueron calculados bajo los distintos
tratamientos. Las plantas exhibieron un alto FBC y un bajo FT de Pb, bajo las diferentes
concentraciones Pb estudiadas. Estos resultados sugirieron que el mecanismo de
eliminacién de Pb por las plantas de L. camara puede ser a través de fitoextraccién en
conjunto con la fitoestabilizacion, al contrario de los mecanismos utilizados por los

hiperacumuladores.

El factor de bioconcentracidn, se puede utilizar para evaluar la efectividad de las
plantas en la eliminacion de metales del suelo en un periodo de crecimiento corto. El
factor de translocaciéon (FT) define la relacion de concentracion de metales entre la
biomasa aérea y subterrdnea y proporciona una estimacion de la translocacion de metales
dentro de la planta. Los resultados de ambos se pueden usar para evaluar la capacidad de

la planta de extraer metales del suelo y trasladarlos a tejidos cosechables, y proporcionar
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una evaluacion preliminar de la eficacia potencial de la fitorremediacion (Pedron et al.,

2017).

El FBC se usa generalmente para evaluar el rendimiento de las especies de plantas
e incluye un supuesto de linealidad en el comportamiento de absorcion: la concentracién
del metal en las plantas aumenta con un contenido creciente en el suelo, en una relacién
especifica para cada contaminante y cada planta. Sin embargo, en muchos estudios se ha
observado una desviacion de esta tendencia: las plantas generalmente toman elementos
de manera mas eficiente a bajas concentraciones del metal en el suelo, causando que el
FBC disminuya a medida que se da un incremento de la presencia del contaminante en el
sustrato (Pedron et al., 2017). Esto ha llevado a que se proponga el uso de funciones no

lineales como modelos de absorcién de contaminantes por las plantas.

2.5.2. Modelos de isotermas de sorcion

El modelo de Freundlich se puede utilizar para evaluar la absorcién de metales
pesados en suelos contaminados con concentraciones de contaminante significativamente
diferentes. El modelo se basa en la concentracién total y disponible del contaminante
(Jaskulak et al., 2020; Pedron et al., 2017). Considera que la absorcién se da en forma no
lineal, y tiene en cuenta las diferencias entre las especies de plantas, lo que ayuda durante
el proceso de seleccidn de las plantas més adecuadas para un drea determinada. Al mismo
tiempo, es un modelo dindmico simple, haciendo su implementacion a escala real facil de

aplicar (Jaskulak et al., 2020; Yaashikaa et al., 2019).

El modelo puede ser descripto de la siguiente manera:

1
Go = C,ix K (2.5)
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En la ecuacion tipo Freundlich, K puede considerarse como la capacidad de sorcién
(un valor de K mayor indica una capacidad de sorcion mayor), mientras que el valor de
1/n es indicativo de la fuerza de sorcion (Alaribe y Agamuthu, 2019; Pedron et al., 2017).
Los valores més grandes de n implican fuertes interacciones entre sorbentes e iones

metdlicos (Alaribe y Agamuthu, 2019).

La biosorcién es el proceso de sorciéon de un contaminante por biomasa no viva
debido a la presencia de superficies adsorbentes caracterizadas por grupos funcionales
capaces de interactuar con el contaminante. Se caracteriza por diferentes procesos como
la adsorcién en las superficies, precipitacion, intercambio i6nico y complejacion. La
captacion de MP por parte de las plantas involucra organismos vivos, con un mecanismo
fisiolégico de transporte de contaminantes, que depende por ejemplo del tipo de especie.
Por lo tanto, la ecuacién de tipo Freundlich puede usarse como una herramienta operativa
para planificar la fitorremediacién, sin atribuir significaciéon termodindmica a los
pardmetros del modelo, usdndolos exclusivamente para una indicacién de la aplicabilidad
de la fitorremediacién en las condiciones especificas del sitio contaminado bajo

examinacion (Pedron et al., 2017).

Alaribe y Agamuthu (2019) estudiaron la remocién de Pb en suelos contaminados
bajo distintas concentraciones, con ejemplares de Lantana cdmara L., ajustando un
modelo de isoterma de Freundlich. Ademads, se estudid la influencia del agregado al suelo
de distintas enmiendas. Las isotermas se ajustaron muy bien a los datos experimentales,
con coeficientes de determinacion de regresion entre 0,9012 y 0,9840. Los parametros
del modelo variaron, segun el tratamiento, entre 2,44 a 2,59 el valor de n, y los valores de
K por otro lado, variaron entre 0,01 y 0,30. El valor mas alto de n se hall6 en los suelos

no suplementados, indicando que el agregado de enmiendas provoc6 una disminucion
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entre la afinidad suelo-metal, promoviendo el movimiento del metal desde el suelo

contaminado hacia las plantas.

Yaashikaa et al. (2019) estudiaron la remocién de cromo con ejemplares Sorghum
bicolor L. (sorgo), evaluando la influencia de la aplicacion de bacterias de Pannonibacter
phragmetitus, resistentes al cromo, como promotoras del crecimiento de las plantas para
mejorar la absorcion de este metal. Se aplicaron los modelos de isotermas de Freundlich
y Langmuir para evaluar la absorcién del cromo en las plantas de sorgo. Ambos modelos
describieron adecuadamente el proceso, resultando ligeramente mejor, el modelo de

Langmuir.

Pedron et al. (2017) estudiaron la fitoextraccion, realizada a escala de invernadero,
para la remediacién de un sitio contaminado con arsénico (As), con alta variabilidad. Se
compararon tres especies vegetales (Brassica juncea var. Scala, Lupinus albus var.
Multitalia, y Helianthus annuus var. Paola) y se estudio el efecto de la adicion de fosfato
para aumentar la biodisponibilidad del contaminante. La transferencia del As del suelo a
la planta se estudi6 con un enfoque similar a Freundlich a fin de obtener una ecuacién de
prediccion simple pero mds confiable para definir el comportamiento de absorcién de
diferentes especies de plantas en el suelo con propiedades fisicas y quimicas homogéneas,
y pardmetros de fertilidad similares (NPK) pero caracterizados por dreas que presentan
una variabilidad considerable en la concentracion de As. El modelo se ajusté tanto para
la absorcion del sistema de raices como para la parte aérea de la planta, y se relacion6
tanto con la concentracién total de arsénico en el suelo, como con el contenido
potencialmente biodisponible. Entre estos ultimos, si bien los pardmetros cambiaron, la
tendencia fue la misma para ambas metodologias. Finalmente, el modelo tipo Freundlich
no soélo fue utilizado para modelar la concentracion del metal en la planta en relacion con

la del suelo, sino para modelar la cantidad de metal extraido, relacionando el contenido
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de metal en el vegetal con el rendimiento de biomasa. El ajuste del modelo fue
satisfactorio en todos los casos, concluyendo que los modelos de este tipo se pueden
utilizar para predecir en forma realista la eficiencia de esta tecnologia. Por otro lado, los
resultados mostraron que, para todas las especies de plantas, la absorcion siempre

aument6 después del tratamiento con fosfato.

Memarian y Ramamurthy (2013) estudiaron la remocién de Cd (II) y Pb (II)
Brassica juncea L. (mostaza india) en presencia de surfactantes. La remocién de metales
se evalué con los modelos lineales y los no lineales de tipo Langmuir y Freundlich,
relacionando la concentracién del contaminante en la planta con la concentracion del
contaminante en el suelo en forma soluble. El modelo lineal es un caso especial del
modelo de Freundlich para n=1. El modelo tipo Freundlich describié mejor la absorcién
simultdnea de Cd (II) y Pb (II) que los otros dos modelos. Comparando los parametros
del modelo tipo Freundlich, para ambos metales, se pudo inferir que la capacidad de
biosorcién de Pb fue aproximadamente 2,6 veces mayor que la de Cd para la planta de
mostaza india. Si bien este estudio evalda la extraccion simultinea de ambos metales,
cada modelo se ajusta a cada metal por separado, sin considerar la influencia de la

presencia conjunta.

Aunque se reconoce que los mecanismos que median el proceso fitoextracciéon de
los contaminantes por las plantas son mds complejos que los mecanismos fisico-quimicos
puros de adsorcion representados por las isotermas de Langmuir y Freundlich, el uso de
las formas matematicas de las isotermas de adsorcion ha sido empleado para propdsitos
de modelado. Si se pudiera establecer con éxito una analogia con la teoria tradicional de
adsorcion, el modelo de Langmuir indicaria que la absorcion de contaminantes por parte
de las plantas no puede superar un determinado nivel de maximo de saturacion (Saber

et al., 2018).
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2.5.3. Aplicacion de modelos de superficie de respuesta

La optimizacién de los pardmetros que condicionan el proceso de fitorremediacion
resulta uno de los pasos mas importantes para garantizar la calidad del proceso. Hay una
variedad de factores que determinan y afectan el alcance y el éxito de esta tecnologia, y
adoptar un enfoque de optimizacién variable por variable lleva mucho tiempo, es costoso
y no identifica las posibles interacciones entre las variables. Hoy en dia, una de las
estrategias de prediccion y optimizacion mds importantes es el uso de modelos
estadisticos y matematicos, como la Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM).
RSM es un modelo basado en la metodologia estadistica utilizada para disefiar
experimentos, modelar, evaluar los efectos de las variables y sus interacciones y

determinar los puntos 6ptimos de un proceso (Jaskulak et al., 2020; Upcraft y Guo, 2020).

Mohammadi et al. (2019) aplicaron RSM para la optimizacion de la eliminacion de
pireno de suelo contaminado, utilizando plantas de Sorghum bicolor L. Moench, 1974
(sorgo). Estudiaron los efectos del dcido indol acético (IAA), bacterias Pseudomonas
aeruginosa, concentracion inicial del contaminante y el tiempo de tratamiento en el
aumento de la eficiencia de eliminacién de pireno mediante el proceso de
fitorremediacién. Se aplic un disefio Box-Behnken (BBD), que es un modelo de segundo
orden basado en un disefo factorial incompleto de tres niveles. Un total de 32 puntos
experimentales fueron necesarios. En el modelo RSM, el modelo no lineal de segundo
orden estaba de acuerdo con los resultados experimentales. Los efectos de interaccion
entre las distintas variables y las condiciones 6ptimas para la remocion de pireno fueron

estudiadas con €xito.

Jaafari y Yaghmaeian (2019) aplicaron un diseiio BBD para estudiar la remocion

de metales pesados (Cd, Co, Fe y As) de un efluente liquido utilizando microalgas. Como
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variables independientes se tomaron la concentracion inicial de metal, de microalgas y el
tiempo de reaccion, estudiando como respuestas la eficiencia en la remocién de cada uno
de los metales. En todos los casos una respuesta polindmica de segundo orden fue

ajustada, y las condiciones 6ptimas fueron estudiadas para cada respuesta en particular.

Titah et al. (2018) aplicaron la Metodologia de superficie de respuesta (RSM) como
modelo para el estudio de la absorcién de arsénico por parte de ejemplares de Ludwigia
octovalvis (Jacq.) P.H.Raven en suelo. A través de la funcién de deseabilidad se
encontraron las condiciones Optimas para la remocidn, encontrandose ésta en un 72,6%.
Los resultados obtenidos mostraron que el modelo podria usarse en la prediccién de la
absorcién de As, otorgando apenas una baja sobreestimacion (aproximadamente 3,5%)

respecto a los resultados experimentales llevados a cabo para la validacion.

2.5.4. Modelos de regresion multiple

Eid et al. (2019) evaluaron a través de modelos de regresion la acumulacion de los
distintos metales en cada una de las partes de las plantas de frijoles, a partir de su
concentracién en el suelo, del contenido de materia orgdnica y pH del suelo como
factores. El objetivo fue evaluar los riesgos del consumo de frijoles cultivados en suelos
enmendados con lodos de depuradora en distintas concentraciones. El contenido de los
metales traza en los diferentes tejidos del frijol mostraron que la mayoria de estos se

acumularon en las raices de las plantas en lugar de los frutos.

Lopes et al. (2012) estudiaron mediante modelos de regresion la dependencia del
contenido de metal extraible en un suelo en relacidén a variables como el contenido total
del metal en el suelo, el pH, materia orgdnica, fésforo total, nitrégeno total, entre otras.

Luego se aplicaron modelos de regresiéon también para la estimacion del factor de
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bioconcentracion del metal en las plantas (FBC), en funcién del contenido de metal
extraible en el suelo estimado. Se observé que la relacion FBC y la concentracion de
metal extraible en el suelo podrian describirse de manera significativa mediante un
modelo de potencia para todos los MP presentes en el suelo. Los modelos demostraron
ser adecuados para estimar la concentracion de metal en la planta y de aplicacion simple,

pudiendo resultar ttiles para realizar evaluaciones de riesgos.

Kumar et al. (2019) utilizaron un modelo de regresién miltiple para predecir la
absorcién de varios metales pesados en tejidos de Pistia stratiotes L. (repollito de agua)
cultivados en efluentes de fabricas de papel contaminados con Cd, Cu, Fe, Pb, Mn y Zn.
Los resultados mostraron que el modelo fue confiable para describir el proceso de
fitoextraccion, y se encontré que el pH y la concentracion de metales pesados fueron las

variables mds importantes para el modelo de prediccion desarrollado.

2.5.5. Otros modelos

Zhao et al. (2019), desarroll6 un modelo simple de absorcién de metales pesados
sigmoide que utiliza el factor de bioconcentraciéon (FBC) de las plantas, la tasa de
contaminacién de biomasa y metales pesados. Durante el ciclo de vida de una planta, su
crecimiento se puede dividir en tres fases: fase de aceleracién temprana o crecimiento
exponencial, fase lineal y fase de saturacién para la maduracién o de senescencia. Estas
fases de crecimiento se pueden simular usando la funcién de crecimiento sigmoide como
modelo matematico de crecimiento. Este estudio se basé en la hipétesis tedrica de que la
tasa de absorcion de metales pesados por planta es proporcional a la biomasa de la planta
y, por lo tanto, la acumulaciéon de metales pesados en la planta puede predecirse

combinando la funcién de crecimiento sigmoide y el factor de bioconcentracién o
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bioacumulacién. La funcion finalmente aplicada, resultado de combinar una prediccion

del crecimiento de biomasa junto con el FBC, result6 en la siguiente expresion:

Mmax
1+ e —km(t=tosm)

MMP,planta = X CMP,suelo X FBCyp (2.6)

Donde Myp pianta €8 la cantidad de metal extraido por la planta (mg seco),
Cup sueto € la concentracién del metal en el suelo (mg kg™'), FBCyp es el factor de
bioconcentracion que relaciona la concentracion del metal en la planta y en el suelo, M,
es la maxima biomasa generada por la planta, k,, es una constante que determina la
curvatura del patron de crecimiento sigmoide, t es el tiempo de crecimiento y £ 5 €s €l
tiempo en el que la tasa de crecimiento alcanza la mitad del valor méximo. Se demostrd
que el modelo fue qtil en la prediccion de la absorciéon en los girasoles cultivados en

suelos contaminados con Cd, Ni, Pb y Zn.

2.5.6. Estudios cinéticos

La velocidad de una reaccién quimica puede proporcionar informacién importante
sobre el mecanismo y el comportamiento en el que se producen las interacciones
bioldgicas en los sistemas vivos (Emiliani et al., 2020). Emiliani et al. (2020) estudiaron
la remocién por parte de la macréfita Salvinia biloba Raddi (helechito de agua), de Pb,
Cu, Zn y Cd de un agua contaminada sintéticamente. La eliminacién de Cd y Zn del agua
se ajustd a un modelo de reaccion de segundo orden, lo que sugiere que la velocidad del
proceso de fitorremediacion puede depender de dos reactivos de primer orden, como la
concentracion de metales y el numero de sitios de union de metales en la biomasa de S.

biloba.
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Yaashikaa et al. (2019) evaluaron tres modelos cinéticos en la remocién de cromo
mediante el cultivo de sorgo bicolor. Los modelos evaluados fueron de pseudo primer
orden, pseudo segundo orden y el modelo cinético de Elovich que se expresan de la

siguiente manera:

Modelo de pseudo primer orden: q; = q,(1 — exp(—k;t)) 2.7)
Modelo de pseudo Segundo orden: g, = Aekat (2.8)

P & e = okt :
Modelo cinético de Elovich: g, = (1 + ) In(1 + agBgt) (2.9)

Donde g, es la masa del ion Cr (VI) absorbido por unidad de masa de planta en el
equilibrio (mg g!), g, es la capacidad de absorcién en el tiempo t (mg g™!), t es el tiempo,
k, es la constante de velocidad cinética de pseudo primer orden (d '), k, es la constante
de velocidad de pseudo segundo orden (g mg! d!), ag es la tasa de adsorcién inicial (mg
gl d!) y Bg es la constante de desorcién (g mg™'), aunque en este caso no presentan

interpretaciones relacionadas al proceso de adsorcion.

Se encontr que todos los modelos describieron bien la captacién del metal, siendo
el modelo con una cinética de pseudo segundo orden el que mejor representd los

resultados en el tiempo.

Alaribe y Agamuthu (2015) estudiaron la remocién de suelos contaminados
artificialmente con plomo (PbCl2) en concentraciones de 10-80 mg/kg suelo, enmendados

con compost de dos origenes distintos.
Los resultados de la extraccion se ajustaron al modelo cinético de primer orden:
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Cri =Co; Xe~ k¢ donde C; es la concentracién (mg kg™') de metal residual en un
momento especifico y Co es la concentracién inicial de metal (mg kg™!). Las tasas de
remocion mads altas se encontraron para las experiencias con menor contenido de plomo
(10 mg kg'!) y con suelos enmendados, obteniendo valores de constantes cinéticas de

pseudo primer orden de 0,3069 d™!' y 0,2580 d!, para los dos tipos de compost.

Alaribe 'y Agamuthu (2019) estudiaron la descontaminaciéon de suelos
contaminados con distintas concentraciones de plomo (adicionado artificialmente) y
suplementados con distintas enmiendas. Estudiaron la tasa de remocién en cada uno de
los tratamientos, ajustando un modelo cinético de primer orden: Crpp, = Copp X €~ ke,
donde C; ppes la concentracion (mg kg™') de metal residual en un momento especifico,
Copp €s la concentracion inicial de metal (mg kg™), k es la constante cinética de primer
orden (dfa™!) y t el tiempo transcurrido (dfa). La tasa de absorcién de Pb aument6 en los
tratamientos con menor contenido de plomo, y en los suelos suplementados en
comparacion con el suelo sin el agregado de una enmienda. Los resultados indicaron que
las tasas Optimas de absorcidn de metales ocurrieron a la menor contaminacién de plomo
(10 mg kg 1), probablemente debido la mayor presencia de microbiota menos tolerante.
Ademads, el hecho de que las tasas de absorcion en los suelos suplementados fueran més
altas, podria deberse a la mayor presencia de N que respalda la disponibilidad de

nutrientes para el crecimiento de las plantas y la actividad microbiana (Alaribe y

Agamuthu, 2019).

2.6. El después en la fitorremediacion

Si bien la fitoextraccién resulta una herramienta atractiva para la remocién de

metales pesados en suelos y agua a través de su acumulacion en los tejidos vegetales, es
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importante evaluar la gestion de este biorresiduo, en el que resulta la biomasa
contaminada, proponiendo procesos de eliminacion y utilizacién ambientalmente
seguros. El compostaje, las operaciones de secado, y los tratamientos térmicos como la
incineracién se presentan como posibles procesos para su tratamiento o reciclado

(Alaboudi et al., 2018; Shen et al., 2022).

El tratamiento térmico es el mas comun de los procesos utilizados para eliminar la
biomasa contaminada por MP, e incluye distintos procesos en funcién de las condiciones
operativas: incineracion, pirolisis, gasificacion, carbonizacién hidrotermal, licuefaccion
y gasificacion (Liuy Tran, 2021). En el proceso de incineracion, la biomasa de las plantas
se concentrard en los residuos del proceso (principalmente cenizas de fondo y volantes,
como asi también gases de combustion), reduciendo en forma significativa el volumen
del biorresiduo. Variables como la temperatura puede influir en la distribucién de los MP
entre las cenizas de fondo y las fases gaseosas. Ademads, algunos aditivos como la zeolita,
el 6xido de calcio, el caolin, entre otros, pueden evitar que los MP en los residuos de

fitorremediacion se transfieran a la fase gaseosa (Liu y Tran, 2021).

El proceso de compostaje implica la degradacién bioldgica en condiciones
aerdbicas de la biomasa vegetal. La reduccién de materia con este tipo de proceso es
menor que en el tratamiento térmico, y uno de los factores de riesgo a tener en cuenta es
la transferencia del contaminante a los lixiviados (Liu y Tran, 2021). La combinacién de

varios procesos también puede resultar en una estrategia adecuada (Liu y Tran, 2021).

2.7. Costos asociados a la fitorremediacion

En general, se informa al proceso de fitorremediacién como uno de los métodos

mds econdmicos para extraer contaminantes del suelo (Padmavathiamma y Li, 2007;
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Shah y Daverey, 2020; Wan et al., 2016). Aunque no existe demasiada bibliografia que
realice andlisis econdmicos de los mismos, los costos informados para el proceso de
fitorremediacion rondan, por cada metro cubico tratado, entre los 19 USD a los 78 USD

(Shah y Daverey, 2020; Wan et al., 2016).

Wan et al. (2016) evaluaron durante dos afios los costos asociados a un proceso de
fitorremediacion de suelos contaminados con arsénico, cadmio y plomo. En su andlisis,
los costos asociados a infraestructura y consumo de fertilizantes representaron los mas

importantes.

Los costos asociados al proceso de fitorremediacion incluyen una investigacion
inicial necesaria para evaluar la contaminacién local, caracterizar el sitio y pensar las
estrategias de abordaje mds adecuadas, cuya formulacién y preparaciéon también es parte
de los recursos necesarios. Por otro lado, se incluye la preparacién del suelo, la
construccién y equipamiento de un invernadero para el cultivo de las plantas que seran
utilizadas en el proceso, los sistemas de riego, y las instalaciones para el procesamiento
de la biomasa contaminada. Ademads, en general se requiere de la construccién de caminos

y mejoras asociadas a los mismos, para facilitar el trabajo y transporte de materiales.

En cuanto a los costos operativos, una parte importante se ve representada por la
mano de obra empleada para realizar las tareas de campo (arado del suelo, trasplante de
plantas, control de malezas y plagas de ser necesario, cosecha, entre otros), de invernadero
en la produccién de plantulas y operacion de la planta de tratamiento de biomasa.
También se incluyen todos los materiales, insumos y servicios asociados a las tareas

anteriores. Ademads, se deben considerar los pagos por servicios de monitoreo ambiental.

Los beneficios incluidos durante y después de la remediacion dependerén del tipo

de cultivo implantado, el destino del sitio remediado, entre otras cuestiones. Si se utilizan
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cultivos potencialmente comercializables, puede considerarse un ingreso mediante este
medio. Sin embargo, en este caso, se debe considerar el riesgo asociado a la actividad
(por ejemplo, si la planta acumula MP en las partes comercializables y para qué fines
serdn comercializadas). Luego de la remediacidn, el drea remediada podra ser empleada
para diferentes fines, ademds de considerar el servicio eco-sistémico que puede prestar.
Wan et al. (2016) consideraron como beneficio luego de la remediacion, la mejora
comparada con las pérdidas causadas por la contaminacién anterior, tales como la
reduccidn en la cantidad de productos agricolas, la reduccién de la funcién del servicio
eco-sistémico y el efecto sobre la salud humana, asumiendo el recupero de todas estas

funciones luego del proceso.

En general, los rellenos sanitarios requieren de un tiempo para considerarse al sitio
“recuperado”. Suelen destinarse a areas recreativas y educativas, canchas de golf entre
otras posibilidades. Si bien no todas implican un beneficio explicito en términos
monetarios (dependiendo también del tipo de gestidn), es posible evaluar los beneficios
indirectos e implicitos que puede tener su recupero, considerando los servicios
ecosistémicos que se recuperan, los beneficios sociales, etc., a través de diferentes

metodologias de andlisis de costos para bienes sin mercado.

2.8. Descripcion del area de estudio

El presente trabajo se desarrolla sobre la problemética de la gestién de los lodos
generados en la planta de tratamiento de lixiviados del relleno sanitario de la ciudad de
Santa Fe (Santa Fe, Argentina). El complejo se ubica en la periferia de la ciudad, entre la
Avenida Circunvalacion y el Rio Salado (coordenadas: -31.5920554205763,

60.75098161667877).
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Figura 2.2. Imagenes del Relleno Sanitario de la ciudad de Santa Fe

En este relleno se tratan todos los RSU junto con los residuos recolectados de
municipios y comunas aledafias. La planta de tratamiento de lixiviados procesa
aproximadamente 100 m® dia!' (Regaldo et al., 2020), y consiste en una serie de etapas
que inicia en un decantador primario, seguido por una laguna de ecualizacién y desde
donde se bombea hacia un tratamiento bioldgico. Este dltimo, consta de una laguna

anaerdbica y otra aerdbica, para luego seguir hacia el sedimentador secundario y finalizar
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en otra laguna, donde se realiza un tratamiento fisicoquimico, se eliminan los sélidos en

suspension y se realiza la desinfeccion mediante cloracion.

Aproximadamente 75 m? dia™! de lixiviado tratados son volcados en el Rio Salado,
cumpliendo las especificaciones de la normativa ambiental provincial (Regaldo et al.,
2020). Inicialmente, los lodos sedimentados eran recirculados en parte al tratamiento
bioldgico, y otra parte al propio relleno sanitario, mediante su disposicion final. Desde el
afio 2019 la empresa a cargo de la operacién comenzé a experimentar a escala piloto el
deshidratado de estos lodos mediante un sistema de geotubos, y actualmente lo aplica
para la generacion total de estos barros. Estos lodos, una vez deshidratados y consolidados
en el geotubo (Figura 2.3), son finalmente dispuestos en el RS. Los geotubos, una vez
llenos, tienen un volumen aproximado de 54 m’>, y estdn construidos de membrana
geotextil permeable, que permite la deshidratacién y concentracién de sélidos en su

interior, y una reduccién de hasta un 90% en el volumen de lodos.

Figura 2.3. Geotubo de deshidratacion de lodos (a) en escala piloto (b) en
funcionamiento a escala real

Regaldo et al. (2020) evaluaron las caracteristicas del lixiviado tratado y no tratado

del relleno de Santa Fe por un periodo de tres afios, en periodos de verano e invierno. Los
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resultados informados por los autores se muestran en la Tabla 2.3, y corresponden a los
valores medios de muestreos ejecutados en 6 meses de verano y 6 meses de invierno

durante 3 afos.

Tabla 2.3. Caracteristicas del lixiviado del Relleno Sanitario de Santa Fe (Argentina)

Verano Invierno
Parametros Lixiviado Lixiviado Lixiviado Lixiviado
sin tratar tratado sin tratar tratado
Conductividad (mS cm™) 13,43 12,52 19,53 12,45
pH 8,42 8,40 7,88 7,42
DBOs (mg L) 1882 274 3842 314
DQO (mg LY 10591 4531 10573 4596
Pb (mg L) 0,20 0,17 0,27 0,26
Cr (mg L") 0,69 0,64 1,18 0,84
Ni (mg L) 0,35 0,31 0,47 0,36

Dentro de las caracteristicas que se pueden resaltar de este estudio a los fines de
esta tesis, se puede destacar que el pH del lixiviado presenta valores alcalinos, valores de
materia organica de baja biodegradabilidad, una alta conductividad eléctrica, y presencia
importante de Pb, Cr y Ni. Estas caracteristicas son de importancia, ya que gran parte de
los elementos presenten en los lixiviados quedan retenidos en los lodos del tratamiento.
De los valores informados por los autores, se observa una reduccion del valor promedio
de Pb entre la entrada y la salida del 4 al 15% de la concentracién del lixiviado sin tratar,
seglin la estacion, del 7 al 29% para el caso del Cry del 11 al 23 % en el caso del Ni. Los
metales a menudo son eliminados de la fase acuosa por los procesos de floculacién y
sedimentacion (Regaldo et al., 2020), por lo que estas diferencias, posiblemente se deban
a la fraccion retenida en los sélidos, que finalmente son sedimentados en el clarificador y

deshidratados en los geotubos.
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Capitulo 3. Materiales y métodos

En el presente capitulo se describe la metodologia general aplicada para las distintas
experiencias, como asf las técnicas de laboratorio empleadas en la determinacién de los
diferentes parametros empleados para el seguimiento y caracterizacion de los sistemas

evaluados.

Todas las experiencias se llevaron a cabo en invernadero, en condiciones de luz
natural. Cada tratamiento se realizé en macetas con recoleccién del percolado para evitar
la pérdida de los elementos seguidos en el estudio (como nutrientes, metales pesados,

etc.), como se muestra en la Figura 3.1.

Figura 3.1. Nicotiana alata L. post trasplante al medio de crecimiento

3.1. Configuracion experimental

Cada experimento se disefi0 en funcion de la necesidad de estudiar hipdtesis
especificas referidas al objeto de estudio. Por ello, cada disefio experimental especifico

se describe en su respectivo capitulo (secciones 4.3 y 5.3). En los primeros casos, se aplico
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la metodologia estadistica de disefio experimental, que permite diagramar las
experiencias minimizando el nimero de puntos experimentales. El disefio experimental
permite evaluar la importancia estadistica de los pardmetros de procesos individuales, asi

como la interaccion entre los factores (Montgomery, 2013; Vera Candioti et al., 2014).

En ambos casos se usé el software Design Expert 7.0 para formular los disefios
experimentales, y realizar las evaluaciones estadisticas de los resultados. Se aplicé la
metodologia de superficie de respuesta para evaluar el efecto de las variables en las
respuestas. El test de ANOVA permitié identificar la importancia de los términos
individuales y de interaccién cuando correspondia. Los términos significativos se
evaluaron segin su probabilidad (valor p) con un nivel de significacién del 95%. Este
andlisis, la verificacion de sus hipdtesis relevantes y el andlisis de regresion multiple
proporcionaron informacién sobre la validez de cada modelo. Los valores atipicos se
identificaron mediante la prueba de Cook (Montgomery, 2013; Vera Candioti et al.,
2014). Cuando correspondid, se aplicé un andlisis de optimizacién a través de la funcién
de deseabilidad, con el objetivo de minimizar o maximizar las respuestas en funcién de

las variables de control, segin los objetivos perseguidos.

Para la formulacién de los disefios experimentales y en funcién de los objetivos
propuestos, se debieron establecer previamente diferentes criterios de trabajo y
condiciones experimentales que podian tener influencia en el proceso (tales como el pre-
tratamiento del lodo, la germinacion de las semillas, etc.). Por ello, una primera
experiencia ‘“‘exploratoria”, se llevd a cabo a fin de comprobar la supervivencia de
distintas plantas en el suelo enmendado con el lodo de lixiviado a diferentes

concentraciones extremas.
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Semillas y plantulas de tabaco jazmin (Nicotiana alata L.), diente de ledn
(Taraxacum officinale L.), caléndula (Calendula officinalis L.) fueron sembradas y
trasplantadas respectivamente, en sustratos con distintas concentraciones de lodo (Control
(0%), 10%, 25%, 50%, 75%, 90%), y con un pre-tratamiento diferente (lodo sin secar y
lodo seco y molido). En todos los casos la germinacién en los sustratos con lodo fue
menor que en el control, y nula en el tratamiento con 75% de lodo. Los test de
germinacion en extracciones de lodo dieron como resultado un muy bajo indice de
germinacion (Tabla 4.1). En cuanto a la supervivencia y crecimiento de las pldntulas
trasplantadas a los sustratos, en general se observd un muy bajo crecimiento y
endurecimiento del sustrato cuando el lodo era aplicado sin previo secado. En los
sustratos conformados por el lodo seco se encontré que N. alata fue 1a que mejor se adaptod
al medio de crecimiento, desarrollando gran biomasa aérea en las concentraciones bajas.
Sin embargo, no logrd sobrevivir en el sustrato con mayor concentracién de lodo (90%),
y el crecimiento fue notablemente menor en el tratamiento con 75% LR respecto del resto

de tratamientos (con concentraciones menores de lodo).

Por otro lado, a partir de las caracterizaciones llevadas a cabo, tanto en el lixiviado
como en el lodo, se encontré predominancia de plomo (Pb), cromo (Cr) y niquel (Ni), y
en concentraciones variables segin la fecha de muestreo. Previamente Khan et al.
(2020b), en un estudio realizado en sistemas hidropénicos para descontaminacién de
efluentes liquidos artificiales, encontraron que las plantas de N. alata acumularon Pb, Cr

y Ni en el brote, en forma significativamente mayor respecto de su sistema radicular.

En funcién de estos resultados y observaciones se determinaron las siguientes

pautas para desarrollar los experimentos:

e Se utilizarian plantas de Nicotiana alata L. como objeto de estudio.
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e Se utilizarian concentraciones maximas de lodo del 75% (V/V).

e Ellodo seria secado previamente al aire, molido y estabilizado con el suelo con al

menos 20 dias.

e Las semillas de N. alata serian germinadas en sustratos comerciales, y luego

trasplantadas a los medios de cultivo experimentales.

e Elestudio de la influencia y remocion de Pb, Cr y Ni deberian ser estudiados como

metales predominantes en el sustrato investigado.

e Concentraciones diferentes de los metales pesados deberian ser contempladas

debido a su gran variabilidad en el lodo.

A fin de estudiar la posibilidad de utilizar el lodo como enmienda, se aplicé un
disefio experimental de un factor, que correspondia a la concentracion de lodo. De esta
forma se buscé evaluar los efectos de su agregado en los sustratos sobre la supervivencia

y condiciones de crecimiento de las plantas.

El segundo gran bloque de esta investigacion consisti0 en evaluar la
descontaminacion del complejo suelo-lodo por parte de N. alata bajo diferentes
situaciones de contaminacién por metales pesado. Para ello se consider6 un suelo
enmendado a una concentracion constante (a fin de no aportar variabilidad sobre este
factor), y se aplicé un disefio experimental tipo Box—Behnken, para evaluar los efectos

sobre Nicotiana sp. y la extracciéon de MP bajo distintas concentraciones de Pb, Cr y Ni.

Las semillas de N. alata fueron sembradas y germinadas en semilleros de 55 cm?
cada celda, regadas con agua de grifo regularmente y solucién nutritiva una vez a la
semana. Luego de seis semanas de crecimiento, cuando las plantulas tenian entre 4 y 5

hojas verdaderas, y un promedio de 4 cm de altura, se seleccionaron ejemplares
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homogéneos que fueron trasplantados en macetas con los sustratos correspondientes a
cada tratamiento segun el experimento. Este periodo de crecimiento y adaptacion fue
necesario para obtener plantas saludables y resistentes, que fuesen tolerantes y de facil
adaptacion al sustrato final en cada tratamiento. En el primer bloque se utilizaron macetas
de 4 L, en donde se agregd una cantidad de sustrato entre 1,8 a 2,1 kg por maceta,
encontrandose este peso determinado por la densidad de las diferentes mezclas. En el
segundo bloque, donde se aplic6 una Unica proporcién de lodo, se utilizaron macetas de
850 cm?, agregandose 0,5 kg en cada maceta. En todos los experimentos se coloc, en
cada maceta, un unico ejemplar de la especie seleccionada, Nicotiana sp. Muestras

iniciales de cada tratamiento se recolectaron y guardaron para su posterior analisis.

En todos los casos las plantas se cultivaron hasta el estado de floracién, y en ese

momento fueron cosechadas, separando los tejidos de hoja, tallo, flores y raices.

3.2. Determinaciones analiticas

3.2.1. Determinacion de pH

El pH de los sustratos tiene un importante influencia en el proceso de extraccion de
contaminantes como metales pesados, ya que ejerce un control sobre la movilidad y

biodisponibilidad de los metales en los suelo (Lopes et al., 2012).
Procedimiento:

Se hizo extracto de suelo en agua destilada en una relacion 1:5 (p:v), y se dejé en
agitacion durante 2 horas. Luego la muestra fue centrifugada, y se determino el pH de la

solucion.
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3.2.2. Determinacion de la conductividad eléctrica (CE)

La concentracion de sales en los suelos y en sustratos utilizados como enmienda
orgéanica, puede ser determinada en forma indirecta a través de su conductividad eléctrica.
Valores altos de CE puede influir negativamente en la capacidad de germinacién de las
semillas y el crecimiento de las plantas, ya que repercute en el potencial osmético del

medio (Campitelli y Ceppi, 2008).

Procedimiento:

Se hizo extracto de suelo en agua destilada en una relacién 1:5 (p:v), y se dejé en
agitacion durante 2 horas. Luego la muestra fue centrifugada, y se determiné el CE de la

solucion.

3.2.3. Materia organica

La determinaciéon de materia orgdnica se llevd a cabo mediante el método de
pérdida de biomasa por ignicion (Alaboudi et al., 2018; Eid et al., 2019; Salazar y Pignata,
2014). La muestra seca se calenté a 550°C en un horno de mufla durante 4 horas y

posteriormente se pesaron las cenizas remanentes.

El contenido de materia orgdnica en base seca se calcul6:

MS — Cenizas
Morg (%) = M—S X 100% (3.1

El contenido de carbono se estimd utilizando un factor de conversion de 0,58

(Hough R.L. et al., 2003):

C(%) = 0,58 X Morg (%) (3.2)
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3.2.4. Determinacion del indice de germinacion

La fitotoxicidad de un sustrato puede ser evaluada a través del indice de
germinacion (IG). Zucconi et al. (1981) sugieren que productos que presenten un IG entre
26 y 65 deben ser considerados fitotdxicos para ser empleados como tal. Productos con
un IG de 66 a 100 pueden considerarse sin caracteristicas fitotéxicas, y cuando el IG es
mayor a 101 puede definirse al medio como un sustrato fito-estimulante. Esta prueba
consistié en un ensayo de germinacién en extracto acuoso de las diferentes muestras
(lodo, suelo, mezclas de sustratos), utilizando semillas de Lactuca sativa L. (lechuga)

(Campitelli y Ceppi, 2008).

Procedimiento:

El extracto se prepar6 en una mezcla con agua destilada, en una relacion 1:5 (p:v).
La mezcla se dej6 en agitacion durante 2 horas, y luego se filtr6 con gasas para recuperar
el extracto acuoso. 15 semillas se colocaron en cajas Petri con 7 mL de extracto y se
germinaron en la oscuridad durante 5 dias a 25°C. Por cada muestra, se colocaron un total
de 9 placas como réplicas. El control se realiz6 llevando a cabo el mismo procedimiento
en agua destilada. A los 5 dias, se contabiliz6 el total de semillas germinadas por placa y

se midi6 la longitud de raiz de cada semilla germinada.

El indice de germinacién se calculé siguiendo a (Fiasconaro et al., 2022; Zucconi

et al., 1981), de la siguiente forma:

GRS X CRR
1G(%) = oo (3.3)

Donde:

GRS (%): Germinacién relativa de semillas
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CRR (%): Crecimiento relativo de raices

NSGtratamiento
GRS (%) = 100 X —————— 3.4)
NSGcontrol
PLR i
CRR (%) = 100 x ——atamiento (3.5)
PLRcontrol

NSGiyearmen:: Numero de semillas germinadas en el tratamiento
NSGoneroi: Numero de semillas germinadas en el control

PLRyeqimens: Promedio de longitud de raices de las semillas germinadas en el

tratamiento

PLR oniroi: Promedio de longitud de raices de las semillas germinadas en el control

3.2.5. Determinacion del area foliar
Procedimiento:

Una hoja de tamaifio promedio fue seleccionada por cada planta, se registrd su peso
fresco (PF noja), se escaned su contorno y se determiné su superficie (AFnoj.) utilizando el
software ImageJ 1.52. Se determind su peso seco (PShoja) mediante secado en estufa hasta
peso constante, y a través de la relacidn drea/peso seco de esta hoja promedio, se estim6

el area foliar total (AF1) de la planta:

AFhoja
PShoja

(3.6)

AFiotar = PShojas totales X

3.2.6. Determinacion del indice de tolerancia

La inhibicién o promocién del crecimiento vegetal causado por la aplicaciéon de

lodos fue evaluado a través del indice de tolerancia (IT) que se define como la relacién
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entre el crecimiento en el suelo enriquecido con lodo, en comparaciéon con un suelo
control (Drzewiecka et al., 2019; Zaier et al., 2010). Este indice fue calculado de la

siguiente manera:

_ PSp;
PST_SN

3.7

Donde:

PSt ;: Peso seco promedio de las plantas del tratamiento enmendado (T-1%).

PSt sn: Peso seco promedio de la planta correspondiente al tratamiento control (T-

SN).

Siel IT esigual a 1, no hay influencia del tratamiento en el crecimiento, si es mayor
a 1 el efecto es favorable, y si es menor a 1, entonces se estaria indicando que el

tratamiento afecta negativamente el crecimiento vegetal.

3.2.7. Determinacion del contenido de pigmentos fotosintéticos

El contenido de clorofila y carotenoides estd estrechamente relacionado con la
eficiencia en la captura de luz, pudiendo generar incrementos en la efectividad neta de la
fotosintesis (Jia et al., 2015). Diversos estudios han evaluado el contenido de clorofilas
como respuesta fisioldgica a diferentes condiciones de estrés, 0 como reaccidn positiva a
mejoras en el medio de cultivo (Abrile et al., 2021; Jia et al., 2015; Khan et al., 2019;

Song y Lee, 2010). Para su determinacion se aplicé una extraccion en etanol al 95%.

Procedimiento:

Se agregaron aproximadamente 0,04 gr de hoja fresca en tubos de ensayo por

duplicado, junto con 5 mL de etanol al 95%. Los tubos se colocaron en bafio caliente a
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80°C hasta la decoloracion total de las hojas. Luego se midi6 la absorbancia de cada
muestra a 750 nm, 664,2 nm, 648,6 nm y 470 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer.

Lambda 35. UV/VIS). La medicion a 750 nm se realizé para corregir por turbidez.

Finalmente, el contenido de clorofilas a, b, totales y el contenido de carotenoides

(en mg mL!), se cuantificaron siguiendo las ecuaciones de Lichtenthaler (1987):

Ca = 13,36 X A664,2 - 5,19 X A648,6

(3.8)

Cp = 27,43 X Agag s — 8,12 X Ages 2 (3.9)

Ctotates = 5,24 X Agear + 22,24 X Agage (3.10)
Carotomoides - 1000 X A7 = 213 X C = 97,64 X G, Gy

209

Luego los resultados fueron re-expresados en mg g! de hoja.

3.2.8. Determinacion del contenido de aziicares y proteinas solubles totales

La mejora en las condiciones de nutrientes, disponibilidad de agua y la presencia o
no de algun inhibidor del crecimiento vegetal, puede influir en el contenido de azucares

y proteinas totales en hojas (Fiasconaro et al., 2013; Méndez, 2014).

El contenido de azucares y proteinas solubles totales se determiné a partir de su

extraccion en una solucidén tampoén fosfato-potésico (Fiasconaro et al., 2019).
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Procedimiento:

Extracto de proteinas y azucares: una muestra fresca de aproximadamente 0,3 g se
trituré y homogenizé en 10 mL de solucién tampdn (Tampdn Fosfato- Potdsico 50 mM y
pH 7,4), en un mortero pre-enfriado. El extracto se filtré y centrifugé a 15500 rpm durante

15 minutos y a 4°C.

Determinacion de proteinas solubles totales (PST): Se dispensaron 0,1 mL del
sobrenadante del extracto de proteinas y azucares en tubos de ensayo, junto con 5 mL de
reactivo Azul de Coomassie G. Se dej6 reaccionar la mezcla durante 10 minutos en
oscuridad, y se determind la absorbancia a 630 nm. Para obtener la curva de calibrado se
repitié el mismo procedimiento con soluciones de distintas concentraciones de albumina
de suero bovino. Finalmente, se determind la concentracion del extracto y se re-expresé

en mg PST g™ de masa seca.

Para la preparacion del reactivo de Azul de Coomassie G. se disolvieron 0,1 g de
Azul de Coomassie G. en 50 mL de Etanol 95 %. Luego se agregd 85 mL de PO4H3, se

enrasé a 1 L y se filtré con papel de filtro.

Determinacion de azucares solubles totales (AST): Se dispensaron 0,25 mL del
sobrenadante del extracto de proteinas y azucares en tubos de ensayo, junto con 3 mL de
reactivo de antrona. Se colaron en bafio caliente a 100°C durante 15 minutos. Se coloc6
en bafio frio inmediatamente para cortar la reaccidn, y se midi6 la absorbancia a 620 nm.
Para obtener la curva de calibrado se repitié el mismo procedimiento con soluciones de
distintas concentraciones de glucosa. Finalmente, se determiné la concentracion del

extracto y se re-expresé en mg AST g! de masa seca.

Para le preparacion del reactivo de Antrona, se disolvieron 50 mg de antrona en 100

mL de solucidn de acido sulfirico.
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3.2.9. Determinacion de indicadores de estrés

Se ha demostrado que, en condiciones de estrés, como la presencia de
contaminantes toxicos para las plantas como es el caso de los metales pesados, se estimula
la formaciéon de especies reactivas al oxigeno (ROS) (como 0>, OH', H>0O»). Estas
especies son moléculas dafiinas porque provocan la oxidacion inespecifica de proteinas y
lipidos de membrana. Como consecuencia de la peroxidacion lipidica, se forma una gran
cantidad de aldehidos, entre los que se encuentra el malondialdehido (MDA), que puede

ademds conjugarse tanto con el ADN como con las proteinas. De esta forma, un

incremento de MDA puede utilizarse como indicador de estrés oxidativo (Alvarez-Robles

et al., 2020).

Las plantas presentan distintos mecanismos de proteccion para eliminar las especies
reactivas al oxigeno (ROS) antes de causar dafios al metabolismo y a su estructura celular.
Uno de ellos es ajustar la actividad de enzimas antioxidantes, como la catalasa (CAT) y
la Peroxidasa de Guayacol (GPX) (Luo et al., 2020; Sudrez et al., 2017). En condiciones
de estrés, la sintesis de enzimas antioxidantes puede incrementarse como respuesta de
proteccién. Cuando las condiciones son muy perjudiciales para la planta, por ejemplo,
cuando los niveles de metales pesados llegan a ser txicos, la actividad enzimética puede
inhibirse o reducirse. Por ello, el estudio del sistema de defensa antioxidante en las plantas
puede proporcionar informacién importante sobre su potencial fitorremediador (Goswami

y Das, 2016).

Determinacion del contenido de MDA: El contenido de MDA se determind
siguiendo a Khan et al. (2020b) y Venkatachalam et al. (2017). Se pesaron 0,4 gramos de
hoja fresca, se agregd 4 mL de 4cido tricloroacético (TCA) al 5% (p/v) y se homogenizd

en un mortero en bafio con hielo. El homogenizado se centrifugé a 10000 rpm durante 20
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minutos a 4°C. Aproximadamente 4 mL del sobrenadante se mezclaron con 4 mL de 4cido
tiobarbitdrico (TBA) al 0,67% (p/v) y se incubd en un bafio térmico a 95°C durante 30
minutos. Una vez finalizada el tiempo se corto la reaccion rapidamente en bafio con hielo.
Posteriormente la mezcla se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos, y se midieron
las absorbancias del sobrenadante a 450, 532 y 600 nm. El contenido de MDA se

determind mediante la siguiente formula (Michael y Krishnaswamy, 2011):
|4
MDA (umol g=*) = [6,35 X (As32 — Agoo) — (0,56 X Ass0)] X i (3.12)

M: Peso de la muestra (g)
V:0,004 L

Determinacion de las actividades enzimdticas Catalasa (CAT) y Peroxidasa de
Guayacol (PXG): Las actividades de CAT y PXG se determinaron siguiendo a Khan et

al (2020b) y Venkatachalam et al. (2017).

Extraccion: Para la preparacion de extractos enzimdticos, se homogeneizaron
aproximadamente 0,1 g de tejido fresco de la hoja (en mortero pre-enfriado en bafio con
hielo) con 1 mL de tamp6n de fosfato de potasio enfriado con hielo (0,05 M, pH 7,4 que
contenia EDTA 0,5 mM). El extracto se centrifugé a 10000 rpm durante 15 min a 4 °C.
El sobrenadante se recogié y almacené en heladera (4 °C) para la determinacion de ambas

actividades enzimaticas.
Determinacion de la actividad de Catalasa:

Una alicuota de 60 pL del extracto de enzimas se afiadi6 a la mezcla de reaccion en
una cubeta de cuarzo, que contenia 3 mL de tampon de fosfato de potasio (0,05 M, pH

7,4). Se adicion6é 120 pL de H20; al 1% dando inicio a la reacciéon de actividad

63



Capitulo 3. Materiales y métodos

enzimatica. Inmediatamente se observa la absorbancia a 240 nm cada 30 segundos por un

lapso de 3 minutos cada muestra.
Cuantificacion de la actividad de Catalasa:

La actividad de catalasa se calcul6 utilizando el coeficiente de extincion () de 39,4
mM™! cm™. Una unidad de actividad CAT (U) se definié como la cantidad de enzima
requerida para descomponer 1 umol de peréxido de hidrégeno x min™!, calculado luego
de evaluar el decaimiento durante los 3 minutos a través de la pendiente de la

concentracién vs tiempo. Los resultados se expresaron en Ucar g PF.

= T 3.13
g PF be60000xPF><VM ( )

ear
Donde:
CAT: actividad enzimética de la Catalasa (Ucat g"'PF)
k: cambio en la absorbancia durante la reaccion, por unidad de tiempo (seg'l)
b: longitud de paso de la cubeta (cm);

&: coeficiente de extincion de 39,4 mM ' cm !;

60 seg 1000umol)

60000: factor de conversion de unidades ( o= ———

VE: Volumen de extraccion (L);

Vwm: Volumen de muestra del extracto utilizado en la reaccion (L);
Vr: Volumen total de reaccion (L);

PF: Peso fresco de la muestra vegetal utilizada (g)

Determinacion de la actividad de Peroxidasa de Guayacol:
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Una alicuota de 15 pL del extracto de enzimas se afiadi6 a la mezcla de reaccion en
una cubeta de cuarzo que contenia 1,875 mL de tampdn de fosfato de potasio (0,05 M,
pH 6,1) y 0,75 mL de guayacol al 1%. Se adicionaron 0,75 mL de H>O> al 1% iniciando
la reaccion de actividad enzimatica. Inmediatamente se observa la absorbancia a 420 nm

cada 30 segundos por un lapso de 3 minutos cada muestra.
Cuantificacion de la actividad de Peroxidasa de Guayacol:

La actividad PXG se calcul6 utilizando el coeficiente de extincion molar (¢) de 26,6
mM "' cm . Luego de evaluar la reaccién durante los 3 minutos a través de la pendiente

de la concentracién versus tiempo, se expresaron los resultados en Upxg g™ PF.

Vi X Vg
X X 3.14
EXb 60000 PF X Vy ( )

UPXG) _
g PF

PXG <
Donde:
PXG: actividad enzimdtica de la Peroxidasa de Guayacol (Upxc g"'PF)
k: cambio en la absorbancia durante la reaccidn, por unidad de tiempo (seg'l)
b: longitud de paso de la cubeta (cm);

&: coeficiente de extincién de 26,6 mM ' ¢cm !

60000: factor de conversion de unidades (

60 seg % 1000umol)
min mmol

VE: Volumen de extraccién (L);
Vwm: Volumen de muestra del extracto utilizado en la reaccion (L);
Vr: Volumen total de reaccion (L);

PF: Peso fresco de la muestra vegetal utilizada (g)
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3.2.10. Determinacion del contenido de microorganismos patéogenos en lodo

La presencia de microorganismos patégenos es un riesgo que siempre estd presente
en las plantas de tratamiento de efluentes, sobre todo en los lodos resultantes de estos
procesos. La presencia de coliformes totales, termotolerantes y Escherichia coli se usa
para indicar una contaminacién potencialmente peligrosa por el hecho de que el hébitat
natural de estos microorganismos son las heces humanas y de animales de sangre caliente.
Una poblacion de coliformes totales es posible que contenga una elevada proporcién de
E. coli o sus variantes, la cual es considerada como el indicador mds positivo de
contaminacion fecal reciente. Esto lleva implicito que la presencia de ella también
muestra el riesgo de que haya presente microorganismos entéricos patégenos, por lo cual

se constituye en un ensayo microbioldgico rutinario y esencial.

En el presente trabajo, dichos grupos microbianos se determinaron empleando la
metodologia del nimero mds probable (NMP) segin el Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (Baird et al., 2017). Se pesaron 10 g de lodo en
una bolsa estéril y se adicionaron 90 mL de diluyente agua de peptona al 0,1% (m/v),
colocando dicha bolsa por 10 min en un stomacher. Luego, se tomé 1 mL de esta muestra
y se le realizaron diluciones seriadas decimales hasta 10" empleando el mismo diluyente
mencionado anteriormente. A continuacion, se dispensé 1 mL de cada dilucién decimal
en tres tubos de 10 mL cada uno de caldo lauril sulfato conteniendo la campana de
Durham y se incubaron los mismos a 37°C por 24-48 h. A las 24 h se registraron los tubos
que produjeron gas y se re-incubaron por 24 h més a aquellos que no lo hicieron en las
primeras 24 h. A las 48 h se seleccionaron todos los tubos positivos que produjeron gas
(coliformes totales) para la determinacién de coliformes termotolerantes. Aqui se
selecciond la dilucion que arrojé positividad en todos los tubos y las siguientes dos

diluciones mds altas a estas. Se inoculé una asada de cada tubo positivo en 10 mL de
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caldo EC y se incub¢ a 44,5°C por 24-48 h. Aquellos tubos que muestren produccién de
gas resultardn positivos para coliformes termotolerantes. Finalmente, tanto los coliformes

totales como los termotolerantes se informaron como NMP g 'lodo.

Para confirmar la presencia de E. coli primero se realiz6 el aislamiento, purificacion
e identificacion. Para el aislamiento y purificacidn, una asada de cada tubo EC positivo
se plaqued sobre agar EMB y se incubd por 24 h a 37°C. A continuacién, se seleccion6
una colonia caracteristica de cada placa, se la sembré en agar nutritivo y se incubé por 24
h a 37°C. Seguidamente, se seleccionaron colonias individuales y se transfirieron por
separado a un tubo inclinado con agar nutritivo y otro con caldo lactosado y se incubd
por 24 h a 37°C. A aquellos cultivos que produjeron gas en el caldo lactosado, se le realizé
una coloracién de Gram para confirmar la micromorfologia caracteristica (coco-bacilos
Gram negativos no formadores de esporos). Los tubos de agar nutritivo se emplearon para
la identificacién de E. coli a partir de la prueba conocida como IMVIC y que cuenta de 4
pruebas: produccién de indol, viraje del indicador rojo de metilo, prueba de Voges-

Proskauer y prueba del citrato de sodio.

La presencia en diversos sistemas de cualquier especie de Salmonella es
potencialmente peligrosa como agente de enfermedades para el hombre y animales
homeotermos. De esta manera, las bacterias del género Salmonella se estudiaron
empleando el protocolo propuesto por la norma ISO 6579-1 (2017) y por Ratto et al.
(1983) a través de la ejecucion de cinco pasos sucesivos de enriquecimiento, aislamiento,

identificacion y tipificacion serologica.

El enriquecimiento no selectivo se realizé empleando caldo lactosado pesando 100
g de lodo en 1000 mL de medio liquido e incubando a 37°C por 18-24 h. Seguidamente,

se realiz6 el enriquecimiento selectivo; para ello, un volumen de 1 mL del cultivo anterior
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se transfiri6 tanto a 10 mL de caldo selenito cistina como a 10 mL de caldo tetrationato
verde brillante, incubandose a 43°C por 24 h. A continuacion, se procedio al aislamiento
en placas de agar selectivo a partir los cultivos obtenidos anteriormente. Los medios que
se utilizaron fueron: agar verde brillante y agar bismuto sulfito, incubando dichas placas
a 37°C por 24 h para el agar verde brillante y a la misma temperatura, pero por 48 h para
el agar bismuto sulfito. Las colonias sospechosas fueron seleccionadas para la realizacion

de las pruebas de identificacion.

La identificacion se realizo eligiendo dos o mds colonias sospechosas de cada placa

a partir de la ejecucién de las siguientes pruebas bioquimicas:

a) Purificacion de cada colonia seleccionada en placas con Agar Mac Conkey;

b) Siembra en agar nutritivo inclinado e incubacién a 37°C por 24 h para

inmediatamente comprobar su pureza por coloracién Gram;

¢) Inoculacién en agar triple azicar-hierro e incubacién a 37°C por 24 h y

observacidn de reaccidn dcida o alcalina mds la produccién de sulfuro de hidrégeno;

d) Anadlisis de la actividad B-galactosidasa por hidrélisis del o-nitrofenil B-D-

galactopiran6sido;

e) Hidrodlisis de la urea en caldo urea y observacion de la reaccidn positiva por el

viraje del indicador a rosado;

f) Prueba de la tolerancia al KCN por siembra en caldo cianuro de potasio e

incubacién a 37°C de 1- 4 dias;

g) Estudios de la descarboxilacion de la lisina por siembra de las colonias en caldo

diferencial;
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h) Utilizaciéon del malonato y transformacion de la fenilalanina en 4cido

fenilpiravico empleando el medio malonato fenilalanina de Shaw y Clarke;

Finalmente, se realizaron las pruebas de tipificacion seroldgica empleando el

antigeno polivalente 0 (somdtico) en portaobjetos.

Cabe mencionar que los andlisis microbiolégicos descriptos fueron llevados a cabo

en colaboracion con el laboratorio de microbiologia de la FBCB-UNL.

3.2.11. Determinacion de metales

La cuantificacién de metales (Pb, Cr, Ni, As, Hg, Cu, Zn, Cd, Na, K, Mg y Ca segin
la muestra y experimento) en vegetales y suelos, se realiz6 por duplicado sobre las
muestras previamente digeridas con una solucion 4cida en un dispositivo aplicando
calentamiento por microondas. La muestra digerida fue analizada mediante
espectrometria de emision Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). Estos

andlisis fueron llevados a cabo en colaboracién, por el INCAPE (UNL-CONICET).

Procedimiento:

Una muestra seca de aproximadamente 0,5 g, fue digerida en una mezcla de 4cido
nitrico (8 mL de HNO3 65%) y 4cido fluorhidrico (0,5 mL de HF 40%.), en calentamiento
a través de un equipo microondas (Milestone ETHOS labstation). El procedimiento dur6
hasta la digestion completa de la muestra. Luego las muestras digeridas fueron diluidas
adecuadamente para cuantificar dentro de los rangos de linealidad de los métodos
aplicados, y los metales se determinaron por ICP-OES (Equipo Perkin Elmer ICP-
OPTIMA 2100 DV). Los resultados obtenidos se referenciaron en base seca de la muestra
original, y se expresaron como el valor medio + error estdndar, considerando las distintas

réplicas de cada experimento.
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3.2.12. Determinacion de Nitrégeno total de Kjeldahl (N)

La determinacién del Nitrégeno total de Kjeldahl se basa en someter la muestra a
una digestion dcida catalizada y alta temperatura, logrando de esta forma la
mineralizacién del nitrégeno organico presente en la muestra, que pasa a estar presente
en su forma amoniacal. El nitr6geno amoniacal formado y el amonio ya existente se
colectan en una solucién de acido bdrico, y posteriormente se determinan mediante

titulacion con solucion de HCI.

Procedimiento:

La muestra, por duplicado, se digirié durante 2 horas en 15,6 mL de acido sulftrico
concentrado y una mezcla de sulfato de sodio y sulfato de cobre como catalizadores, a
una temperatura de 450 °C. La muestra se dej6 enfriar, se agregaron 220 mL de agua
destilada y 100 mL de una solucién basica de hidroxido de sodio para liberar el amoniaco.
La muestra fue destilada a 450 °C hasta alcanzar el volumen recolectado necesario (200
mL), recolectando el amoniaco en una solucién de 4cido bérico. Luego, las trampas
fueron valoradas con una solucién de acido clorhidrico 0,1 M, y el contenido de N se
determiné de la siguiente manera:

(VHCl muestra ~ VHCl blanco) X NHCI x 0,014

(3.15)
Pryestra(9)

N(%) = 100(%) *

Donde V¢ muestra €S €l volumen de dcido gastado en la valoracion de la muestra, Ny es
la normalidad del acido empleado, P,y estrq €S €l peso de muestra empleado v Vi bianco
volumen de dcido gastado en la titulacion de la solucién de dcido borico utilizada en la
recoleccion del destilado del blanco, que correspondié a un baldn en el cual se siguieron

los mismos procedimientos, pero sin el agregado de muestra.
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3.2.13. Determinacion de Nitréogeno amoniacal

Se hizo un extracto de suelo en agua destilada en una relacion 1:10 (p:v) de cada
muestra por duplicado, y se dejé en agitacién durante 2 horas. Luego la muestra fue
centrifugada y filtrada. El contenido de amonio de la solucién se determiné a través del
método del azul de indofenol utilizando un kit de Uremia (Laboratorio Wiener),

utilizando como patrén una solucién de sulfato de amonio.

Una vez hallado el contenido de amonio en solucidn, se calculd el contenido de

amonio en la muestra de la siguiente manera:

gN — NH4) =y Vsol Vextraccion
—_— = * *

Vmuestra Msmuestra

(3.16)
Donde:

Y: contenido de N amoniacal en la solucion de extraccion, determinado por la curva

mgN
de calibrado (—)

L

V so1: volumen de la solucion de cuantificacion (L).
V muestra: VOlumen de extracto utilizado para la cuantificacién (mL).
V extraccion: volumen utilizado para la extracciéon (mL).

MS uestra: muestra utilizada en la extraccion del amonio (g).

3.2.14. Determinacion de Fosforo total

La determinacién de fésforo (P) se realiz6 mediante el Método colorimétrico de

Azul de Molibdeno (Murphy y Riley, 1962). Para la determinacion de fosforo total la
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muestra, por duplicado, fue previamente digerida en un medio 4cido, con una mezcla de

acido nitrico y 4cido clorhidrico.
Digestion de la muestra:

Aproximadamente 0,5 g de muestra seca al aire fueron digeridos en una mezcla de
10 mL de solucién 1:5 de HCl y 4 mL de una solucién 1:2 de HNO3 a 90°C, durante 2,5
horas. La muestra fue alcalinizada con una solucién 10M de NaOH y una solucion SN de

H>SOq4, utilizando fenolftaleina como indicador.
Determinacion de fosforo:

Se tomé una alicuota de la solucién de digestion, se agregé 6 mL de reactivo
combinado y se enrazé a 50 mL. El reactivo combinado se formulé a partir de 50 mL
H>SO4 5N, 5 mL de solucién de tartrato de antimonio y potasio (0,2743 gen 100 mL), 15
mL de solucién de molibdato de amonio (4 g en 100 mL), y 30 mL de una solucién de
dcido ascorbico (1,76 g en 100 mL). Luego de la reaccién (evidenciada por la formacién
de un complejo de color azul marino) se determind la transmitancia (%T) de la muestra a
880 nm. El reactivo combinado se prepard segin el siguiente procedimiento: en agitacion
permanente se agregaron en el siguiente orden 50 mL H2SO4 5 N, 5 mL de solucién de
Tartrato de Antimonio y Potasio (0,2743 g en 100 mL), 15 mL de solucién Molibdato de
Amonio (4 g en 100 mL) y 30 mL de solucion de Acido Ascérbico (1,76 g en 100 mL).
La curva de calibrado se realizé con diluciones de una solucién patrén de 500 mg L' de

Fosfato monobdsico de potasio (KH2POy).

En funcién de la curva de calibrado se calculo la concentracion de fosforo en la
dilucién y posteriormente se expresé en mg kg™!, considerando las diluciones realizadas
y el peso de la muestra registrado. Los resultados se expresaron como mg P kg'!' de

muestra seca.
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3.2.15. Solidos totales (ST)

La determinacidn del contenido de sélidos totales consisti6 en la cuantificacion de
la masa seca de la muestra, luego de su secado a 105°C hasta peso constante. Su cédlculo
se realiz6 mediante la relacion entre el peso de la muestra post secado (MS) y el peso de

la muestra inicial (M), expresado en porcentaje (p/p):

MS
ST (%) = 7 X 100% (3.17)

3.3. Preparacion del lodo

El lodo fue recolectado en las instalaciones del relleno sanitario y fue trasladado a
las instalaciones del INTEC ubicado en el Parque Tecnoldgico del Litoral Centro (Santa
Fe). Este biosolido correspondi6 a la corriente decantada del sedimentador, luego de ser

deshidratada por geotubos durante 3 a 6 meses (Figura 3.2).

Figura 3.2. Sedimentador y sistemas de geotubos de deshidratacion de lodo

Dentro de las instalaciones de investigacion, el biosélido fue secado al aire por 2
semanas, con volteos intermitentes para homogenizar el residuo. Posteriormente fue

molido y tamizado (<12mm) y nuevamente homogenizado. Finalmente se mezclé con
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suelo comercial en las proporciones correspondientes a cada tratamiento/experimento

(Figura 3.3).

Figura 3.3. (a) Lodo deshidratado por geotubos (b) mezclado de suelo y lodo
deshidratado y secado al aire

3.4. Contaminacion artificial del sustrato

Como se indic6 anteriormente, uno de los médulos experimentales estuvo orientado
a evaluar los efectos en la planta y en la descontaminacién, de distintas cargas
contaminantes. Para ello, se plantearon distintos escenarios de contaminacién de Pb, Cr
y Ni, agregando diferentes cargas de estos de manera artificial, siguiendo el disefio

experimental planteado.

Los reactivos que se utilizaron para contaminar con dichos elementos fueron:
acetato plomo neutro (CH3COO),Pb.3H,0O (El-Mahrouk et al., 2019; Xiong, 1997),
nitrato de cromo Cr(NO3)3.9H20 (Khan et al., 2019), y sulfato de niquel NiSO4.6H20

(Eissa et al., 2011; Korzeniowska y Stanislawska-Glubiak, 2019).

El proceso de contaminacion se realizé siguiendo el procedimiento descripto a
continuacion (Alaribe y Agamuthu, 2019; El-Mahrouk et al., 2019). Se prepararon
soluciones de los distintos contaminantes en agua destilada. El suelo de cada tratamiento

se contaminé pulverizando las soluciones anteriormente preparadas, en la cantidad
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necesaria para aportar la carga contaminante determinada mediante el disefio
experimental. Las muestras de suelo se colocaron en bolsas de polietileno de alta densidad
y se dejaron reposar durante 21 dias, sometiéndolas a ciclos de homogenizacién con agua
destilada (a fin de mantener un 60% de contenido de humedad aproximadamente), secado
al aire y mezcla periddica. Este procedimiento se llevd a cabo para reproducir procesos
de sorcién de metales en el suelo que ocurren en el ambiente y para lograr una mayor

homogeneidad en las mezclas.

3.5. Cosecha y preparacion de muestras

Al finalizar el experimento, las plantas fueron cosechadas en laboratorio (Figura
3.4). Los ejemplares fueron retirados cuidadosamente de la maceta y se extrajo la mayor
cantidad de suelo posible de la zona radicular para ser guardado y analizado. Las raices
fueron lavadas con agua destilada para eliminar las particulas del suelo y se secaron entre
dos capas de papel para el eliminar el exceso de agua (Alaboudi et al., 2018; Martinez-

Sanchez y Aguayo, 2019).

Las plantas se separaron entre raices, tallo, hojas y flores. Se midi6 la longitud de
la raiz principal y la altura de tallo. El peso fresco total de cada 6rgano se midi6 en forma

inmediata y se separaron muestras para las distintas determinaciones posteriores.

Las muestras vegetales para determinaciones bioldgicas (azucares y proteinas,

pigmentos, actividades enzimaticas, etc.) fueron conservadas en ultrafreezer a -80 °C.

El resto de las muestras de tallo, hojas, raices y flores que no fueron utilizadas,

fueron secadas en estufa a 70°C hasta peso constante y se midid la materia seca.
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Posteriormente se molieron y homogenizaron y se guardaron en bolsas herméticas para

los andlisis posteriores.

Los sustratos fueron secados al aire, molidos y tamizado por malla de 2 mm, y se

guardaron en bolsas herméticas hasta su andlisis.

Figura 3.4. Imagenes del momento de la cosecha final
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Capitulo 4. Evaluacion de la utilizacion del lodo como
enmienda organica para el crecimiento de Nicotiana alata L.

4.1. Introduccion

Como se desarroll6 en el Capitulo 2, en gran parte de los casos, como subproducto
del tratamiento de efluentes se generan lodos o biosdlidos. En los RS el principal efluente
generado es el lixiviado, y los biosélidos derivados de su tratamiento (LR), que contienen
gran parte de los elementos originales de este liquido, como macro y micronutrientes,
materia orgdnica, asi como también, elementos peligrosos como metales pesados,
patogenos, etc. Los biosolidos en general, pueden contener entre 1 y 11% de N y hasta
7,5% de P en peso seco. De igual manera, poseen cantidades variables de elementos
esenciales para el crecimiento de las plantas, entre ellos macronutrientes como Ca, Mg,
K y Na y micronutrientes como Fe, Zn, Mn y Cu que se pueden encontrar en amplios
rangos dependiendo del origen (Almasi et al., 2019; Elloumi et al., 2016; Kim y Owens,
2010; Ren et al., 2015; Seleiman et al., 2020; Singh et al., 2020; Zaier et al., 2010; Zhu
et al., 2013). Ademas, el comportamiento de estos nutrientes es diferente en comparacioén
a los que se encuentran en fertilizantes quimicos, en los lodos su liberacién se produce
mds lentamente debido a la presencia de materia orgdnica, lo que les confiere un mayor

interés agronomico (Kim y Owens, 2010).

El aprovechamiento de efluentes como lixiviados y lodos para las distintas tareas
de recuperacion y revegetacion llevadas a cabo en el propio relleno sanitario brinda la
oportunidad de completar el ciclo de nutrientes como el N, devolviéndolo al ecosistema

y al mismo tiempo aliviando la carga sobre las instalaciones de tratamiento. A su vez,
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gracias a los potenciales procesos de fitorremediacion del sistema suelo-planta, se pueden
promover procesos de descontaminacion de estas corrientes residuales (Cheng y Chu,

2011).

4.2. Objetivos

El objetivo general de este capitulo fue evaluar el uso de los lodos derivados del
tratamiento de lixiviados del RS de la ciudad de Santa Fe, como enmienda organica. Se
utilizé la especie vegetal Nicotiana alata L. para determinar su evolucion a lo largo de su
ciclo de vida y su estado fisiolégico al momento de la cosecha. Por ello, este estudio se
centrd en analizar la evolucidn del crecimiento y desarrollo de la planta en un medio de
cultivo con diferentes concentraciones de biosélido, las cuales fueron definidas a través
de un disefo experimental de un factor. Se evaluaron varios parametros de fenotipicos y

fisiolégicos utilizando la metodologia de superficie de respuesta (RSM).

4.3. Metodologia experimental

Este experimento se llevé a cabo en macetas de 4 L, en condiciones de invernadero.
Como se describié en el capitulo de metodologia, las semillas de N. alata fueron
germinadas previamente en una mezcla de turba comercial y perlita. Cuando las pladntulas
alcanzaron las caracteristicas necesarias para ser trasplantadas (Capitulo 3), se
seleccionaron ejemplares homogéneos para trasplantar uno por maceta, con el sustrato

correspondiente a cada tratamiento.
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Se obtuvieron mezclas en diferentes concentraciones de suelo y lodo del relleno
(LR), con el fin de evaluar el efecto de diferentes dosis del biosélido en el desarrollo de
N. alata. Las mezclas seleccionadas se definieron mediante un disefio experimental de un
factor, variando la concentracion de lodo entre O (nivel -1) y 75% en volumen (nivel +1).
El dominio experimental se estableci6 después de realizar diferentes ensayos
preliminares. Los tratamientos aplicados fueron: suelo sin lodo de relleno (T-C); 81%
suelo + 19% LR (T-19%), 62% suelo + 38% LR (T-38%), 44% suelo + 56% LR (T-56%)
y 25% suelo + 75% LR (T-75%). Se agregaron réplicas al disefio estadistico con el fin de
obtener tres repeticiones para cada punto experimental. Ademads, se agreg6 un tratamiento
idéntico al control, pero regado con la solucién nutritiva de Hoagland (T-SN) (Hoagland
y Arnon, 1950), que aporté macro y micronutrientes para el desarrollo de las plantas. Este
tratamiento adicional se realiz6 para distinguir los efectos derivados de la posible falta de

nutrientes del suelo utilizado.

Luego del trasplante, el experimento tuvo una duracién de 4 semanas cuando la

totalidad de las plantas fueron cosechadas, habiendo iniciado la etapa de floracién.

Los tejidos cosechados y el suelo retirado de las macetas se conservaron
adecuadamente segiin su destino y se realizaron distintas determinaciones siguiendo las

técnicas descriptas en el Capitulo 3.

Los resultados de las distintas variables analizadas se presentan con el valor medio
de las réplicas + error estandar (SE). Las respuestas se evaluaron mediante un analisis
ANOVA para investigar la influencia de la enmienda LR, con un nivel de confianza del
95%. Se realiz6 la prueba de Tukey para identificar diferencias significativas,
identificadas graficamente a través de distintas letras (valor p <0,05) Posteriormente, se

ajusté un modelo matematico mediante un anélisis de regresion multiple para describir la
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dependencia entre las respuestas y el contenido de lodo (SC). El modelo general estuvo
representado por un polinomio de tercer orden, a partir del cual se descartaron los

términos no significativos:

y = Bo + B1SC + B,SC? + B3SC3 + ¢ @.1)

donde y es la variable dependiente (respuestas de crecimiento y bioquimicas), SC
es la variable independiente, 8, es una constante, [;es el coeficiente de regresion del
efecto lineal, 8, es el coeficiente del término cuadrético, 5 es el coeficiente del efecto
cubico, y € es el error experimental. Para identificar posibles valores atipicos, se aplicé

la prueba de Cook a cada una de las variables respuestas analizadas (Montgomery, 2013;

Vera Candioti et al., 2014).

Por dltimo, para evaluar el valor SC que mejora todas las respuestas seleccionadas,
se analiz6 la funcién de deseabilidad. Esta funcién considera la combinacion de todas las
respuestas individuales al mismo tiempo y sus valores objetivos, en funcién de la

importancia asignada a cada una de ellas (Vera Candioti et al., 2014).

4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Caracterizacion inicial del lodo

En la Tabla 4.1 se muestra la caracterizacion del lodo utilizado como enmienda
para la preparacion de los sustratos de crecimiento, en los sucesivos muestreos que se

realizaron a lo largo de 4 afios de estudio (2019 a 2022).

Como se observa, existe una importante variacion en el contenido de metales

pesados a lo largo de los diferentes muestreos. En todos los muestreos realizados el
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contenido de Cd fue menor al valor del limite de deteccién de la técnica (0,004 ppm), y
las concentraciones de todos los metales se encontraron por debajo de los valores de
referencia indicados por la Resolucion 410/18 para lodos cloacales domésticos y mixtos,
que establece los posibles diferentes usos del lodo (MDSyMA, 2018). Los valores medios
mds altos se encontraron para el Pb, Cr y Ni, correspondiéndose con lo estudiado por

otros autores en los lixiviados del mismo RS (Regaldo et al., 2020).

El bajo valor de 1G indic6 que los LR presentaron una alta fitotoxicidad. Este hecho
podria atribuirse a diversas sustancias que actuan sinérgicamente, como por ejemplo, el
alto contenido de sales (Komilis y Tziouvaras, 2009; Selim et al., 2012; Varnero et al.,
2007). Ademads, aunque el contenido en MP no supera la norma, los valores detectados
podrian afectar conjuntamente a la germinacion. Este hecho determiné que las pldntulas
fueran germinadas en un sustrato comercial, tal y como se describié anteriormente en la

seccion 3.1.

Es interesante destacar la presencia de nutrientes en el LR, como K, Mg, Ca, Py N,
potencialmente utilizables por las especies vegetales. Singh et al. (2022) estudiaron los
lodos de 26 plantas de tratamiento de aguas residuales encontrando que el contenido de
nutrientes varié en los mismos entre 2,35 a 4,20% para el N, de 1,07 a 1,40% de P y entre
6,9 a 10,0 g kg'! de K. Como puede observarse en la Tabla 4.1 el contenido de N en el
lodo estudiado (3,4%) estd en un valor medio de este rango y en el caso del K en el LR
(25,3 gkg™!), por encima de los valores reportados por los autores. Por otro lado, en cuanto
al contenido de P los valores presentes en LR, se encuentra por debajo de los valores

minimos observados por Singh et al. (2022).

En cuanto al estudio de patégenos, el contenido de coliformes totales fue inferior a

3 NMP g! MS, y para el resto de los microorganismos no se encontraron niveles
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detectables. La concentracién de algunos MP encontrados en los lodos, especialmente Cr
y Pb, podria explicar en parte el bajo nivel de bacterias patdgenas pertenecientes a la

familia Enterobacteriaceae (Caliz et al., 2012; Fathollahi et al., 2021).

Tabla 4.1. Caracterizacion del lodo

Parametro Valor Elementos potencialmente téxicos
Elemento Valor Referencia ®
pH® 4,38 £0,30 Cr (mg kgMS™")  138,0+38,0 1500
CE @ (mS cm™) 12,30 £ 3,10 Cd (mg kgMS™) <0,004 40
IG © (%) 20,40 £ 13,30 Pb (mg kgMS™) 48,0 £24,0 1200
N @ (%) 3,40 £ 0,89 Ni (mg kgMS™) 56,0 £32,0 400
P? (%) 0,36 £0,05 Hg (mg kgMS™) 1,2+04 25
ST @ (%) 11,68 £ 1,71 As (mg kgMS™) 15,0+£7,0 75
MO @ (%) 66,01 £ 0,41 Cu (mg kgMS™) 20,1 £ 8,1 1750
Na (g kgMS™) 13,6 £3.9 Zn (mg kgMS™) 40,2 +7,3 4000
K (g kgMS™) 25,3+8,2
Mg (g kgMS™) 1,6 +£0,6
Ca (g kgMS™) 0,7+0,3

(U Solucién 1:5 (p:v), en relacién al peso seco del lodo MO: materia orgénica. ST: s6lidos totales del lodo
previo a su secado. MS: masa seca. @ ST, N (Nitrégeno total de Kjeldahl), P (Fésforo total) y MO son
expresados en base seca (g 100gMS™). @ (MDSyMA, 2018). Datos presentados como valor medio +
desvio estandar (DE), de los muestreos realizados en los periodos del 2019 al 2022 (n=5).

4.4.2. Efectos del agregado de lodo al sustrato sobre los parametros de

crecimiento de Nicotiana alata L.

En el momento de la cosecha, el estado fenoldgico de las plantas era visualmente
diferente entre los tratamientos de control y los enmendados con LR. La Tabla 4.2
muestra los pardmetros de crecimiento analizados en el momento de la cosecha. Las
variables seleccionadas permiten evaluar la capacidad del LR para ser utilizado como
enmienda orgdnica, y sus posibles efectos negativos en el cultivo. En general, la
aplicacion de los sustratos enmendados con LR mejor6 el crecimiento y desarrollo de las
plantas, en comparacion con el tratamiento control.
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En general, respecto a los pardmetros de crecimiento, los tratamientos T-38% y T-
56% presentaron los mejores resultados. Las plantas que presentaron menor altura de tallo
fueron las correspondientes a T-C (9,2 + 0,8 cm), y la mayor altura se encontrd en las
plantas del tratamiento T-38% (28 + 1,7 cm). El nimero maximo de hojas se obtuvo para
el T-38% (8,7 + 1,2), aunque no hubo diferencias significativas entre tratamientos. Sin
embargo, el AF total fue significativamente mayor en los tratamientos T-38% y T-56%,
presentando valores de 4rea foliar de 263 + 51 cm? y 275 + 54 cm?, respectivamente. La
materia seca de planta, hoja, tallo y raiz fue mayor en las plantas cultivadas bajo el
tratamiento enmendado con 38% SC y menor en el tratamiento T-C.

Tabla 4.2. Parametros de crecimiento de Nicotiana alata L. cultivadas en los

diferentes tratamientos con lodo

T-C T-19% T-38% T-56% T-75%

Altura de tallo (cm) 92+04c 228+33ab 280+1,0a 247+04ab 174+£24D

N° de hojas (n planta™!) 6,7+03a 7,7+03a 8,7+0,7a 7,7+0,7a 7,0+£06a

AF Total (cm? planta™!) 30+4c 163£15b 263 + 30 ab 275+31a 190 + 28 ab
MS de planta (g planta™!) 0,33+0,02c¢c 1,03+0,16bc 2,21 +0,33a 1,87+0,26ab 1,04 +0,14 bc
MS de hoja (g planta™!) 0,07+0,01c  035+0,04c 097+0,17a 0,79+0,13ab 0,48 £0,06 bc
MS de tallo (g planta™) 0,07+00,b 0,15+0,02b 0,53+0,07a 046+0,06a 0,20+0,01b
MS de raices (g planta’!) 0,19+0,02¢c 0,50+0,04b 0,70x0,05a 0,64+0,02a 0,27+0,04c
MS de flores (g planta) 0,00+0,00b 0,04+0,00b 0,12+0,02a 0,10x0,01a 0,12+0,02a
CH de planta (g agua g) 0,83+0,00b 0,89+0,01a 0,89+0,01a 091+£000a 092+0,01a
IT 0,86 +0,06c 2,70+0,41bc 5,79+0,87a 4,89+0,68ab 2,71 +0,38 bc

Datos presentados como valores medios + error estandar (n =3). Letras diferentes indican que las diferencias
son estadisticamente significativas (valor p <0,05). CH: contenido hidrico, expresado en base hiimeda. MS:
Materia seca

Finalmente, respecto a gran parte de los pardmetros estudiados las plantas
cultivadas bajo el tratamiento T-SN, donde fueron regadas con solucién nutritiva
Hoagland (Tabla 4.3), mostraron mejores resultados que las cultivadas en T-C (regadas
con agua corriente), aunque los resultados fueron en la mayoria de los casos, inferiores al
resto de los tratamientos que incorporaron LR. Esto significaria que, el crecimiento

mejoraria con la incorporaciéon de LR al sustrato, incluso en comparaciéon con la
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fertilizacion quimica (T-SN). Este resultado puede estar relacionado con el importante
contenido de nutrientes encontrados en LR, principalmente N, junto con una mayor
concentracion de MO, que podria favorecer la liberacién lenta de nutrientes y su
disponibilidad (Kim y Owens, 2010). Como se puede observar en la Tabla A.L.2 el
contenido de materia orgdnica promedio en el suelo fue del 17,5%, de N del 0,58% y de
P del 0,15%. De esta forma, el agregado de LR al sustrato implicaria un aporte sustancial
en estos elementos. Aunque los valores de nutrientes caracteristicos del lodo, al igual que
suele ocurrir con el resto de los fertilizantes orgénicos, se encuentran por debajo de los
fertilizantes quimicos (Council., 1996; Green, 2015), la principal ventaja de este tipo de
fuentes alternativas de nutrientes es la posibilidad de generar una reutilizaciéon de

corrientes desechables evitando asi, la pérdida y confinamiento de estos elementos.

Para el cédlculo del indice de tolerancia (IT) el crecimiento de las plantas en suelos
enmendados se compard con las que crecieron con suplemento artificial de nutrientes (T-
SN), cuyos resultados para las distintas variables medidas se muestran mds adelante en la
Tabla 4.3. Se puede ver que los IT para todos los tratamientos suplementados con lodo
dieron mayor a 1, indicando un efecto beneficioso del lodo en el crecimiento de Nicotiana
sp., aun en comparacién con el aporte adicional de nutrientes a través de la solucidén

nutritiva.

4.4.3. Efectos de los diferentes sustratos sobre los parametros bioquimicos de

Nicotiana alata L.

El contenido de pigmentos fotosintéticos (Figura 4.1), de azicares y proteinas
solubles totales (Figura 4.2) fue medido a fin de evaluar los efectos del agregado de LR

como enmienda, en plantas cultivadas bajo esas condiciones.
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La concentracién de clorofilas A, B, Totales y Carotenoides, fue mayor en los
tratamientos enmendados con LR, con su maximo en el tratamiento T-56%. La tendencia
fue de un incremento gradual a medida que se aument6 la dosis de lodo, a excepcion del
tratamiento T-75% donde se mostr6 una disminucion en la respuesta respecto a T-56%,

aunque ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa.

Clorofilas A % Clorofilas B mClorofilas Totales wCarotenoides
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Figura 4.1. Pigmentos fotosintéticos en hojas de Nicotiana alata L. bajo distintos
niveles de enmienda con LR.

Es ampliamente conocido que el contenido de clorofila y carotenoides estd
relacionado con la eficiencia de captacion de luz, generando incrementos en la efectividad
de la fotosintesis neta (Jia et al., 2015). Diversos estudios han evaluado el contenido de
clorofilas como respuesta fisiologica a diferentes condiciones de estrés, o0 como reaccion
positiva a mejoras en el sustrato de cultivo (Jia et al., 2015; Khan et al., 2019; Song y
Lee, 2010). De acuerdo con Song y Lee (2010), nuestros resultados que reflejan una

tendencia al incremento en la concentracion foliar de estos pigmentos, sugeririan una
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mejora en esta respuesta con la adicién de LR como enmienda, aunque esta diferencia
sOlo es estadisticamente significativa al comparar un agregado de 56% de lodo respecto
a T-C. Ademads, como se discutié en la seccion 2.4.1, en las plantas el nitrégeno pasa a
formar parte de distintos compuestos como las proteinas, enzimas y clorofilas, entre otros
(Benimeli et al., 2019). El bajo contenido de clorofilas observado en los tratamientos sin
enmienda, o el incremento gradual de las mismas a medida que se incremento la dosis de
lodo en los sustratos, podria deberse a la menor o mayor disponibilidad de este elemento
para conformar las estructuras de estos pigmentos, aunque las variables analizadas no

serian suficientes para confirmar esta hipdtesis.

En cuanto al contenido de aziicares solubles totales (AST) y proteinas solubles
totales (PST) en las hojas (Figura 4.2), se observa un aumento gradual del valor medio
de PST a medida que aumenta la concentracion de LR en los sustratos. Sin embargo, esta
diferencia sélo es estadisticamente significativa cuando se comparan los resultados de los
tratamientos T-75%, T-56% y T-38% con los de T-19% y T-C. Esto, podria estar
relacionado con el alto contenido de N presente en los lodos. Por otro lado, la aplicacién
de LR tuvo una influencia negativa sobre la concentracion de azicares en hojas,
resultando mayor en el tratamiento control (70,29 + 8,93 mg g'1 MS). Como se discuti6é
anteriormente (seccion 2.4.1), ante la deficiencia de N la planta puede presentar un escaso
desarrollo y el contenido de proteinas puede ser bajo y el de azicares, alto, debido a que
el N no alcanza a ser suficiente para combinarse con todas las cadenas carbonadas y
formar proteinas (Benimeli et al., 2019). Khavari-Nejad et al. (2009) observaron un
aumento en los azdcares solubles en las plantas de tomate cuando se expusieron a
tratamientos deficientes de nitrégeno. Esto podria explicar la diferencia entre el contenido

de AST entre T-C y los tratamientos con agregado de lodo, donde en estos dltimos, la
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disponibilidad de N fue mayor, el rendimiento en biomasa obtenido se incrementd y el
contenido de AST disminuyé. Sin embargo, al compararse T-C contra el control
suplementado con solucién nutritiva (T-SN), el contenido de AST se vio incrementado,
lo cual podria contradecir la hipétesis anterior, aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Una posibilidad es que las plantas cultivadas en lodo,
hayan podido sufrir estrés, ya sea por la presencia de metales pesados o por salinidad,
provocando un aumento en la sintesis de los polisacdridos de reserva/estructurales y el
incremento en la materia seca, utilizando azicares libres para esto (Van Dyck et al.,
2023). Por otro lado, el aporte de N en el lodo evidenciado en el aumento del contenido

de PST, posibilitaria el incremento en la produccion de biomasa.

Por otro lado, diversos estudios han reportado un incremento en los azicares
foliares cuando existian condiciones de estrés hidrico (Fiasconaro et al., 2013; Méndez,
2014). Fiasconaro et al. (2013) evaluaron el efecto de la aplicacién de lodos de depuradora
como enmienda en el cultivo de alfalfa. Sus resultados indicaron que la incorporacién de
lodos ejercié6 una mejora en la respuesta de la planta al estrés hidrico, mejorando su
contenido hidrico y el de PST. Por otro lado, las plantas sometidas a sequia aumentaron
el contenido en AST. Este efecto posiblemente estaba relacionado con la inhibicién del
crecimiento observada bajo el efecto del estrés. En nuestro estudio, el CH estuvo
correlacionado con la dosis de lodo en los sustratos (Tabla 4.2), exhibiendo un mayor
estado de hidratacién general en las plantas correspondientes al tratamiento T-75%. Sin
embargo, estas diferencias no fueron significativas entre los tratamientos con lodo. Un
comportamiento similar se observé para la respuesta de PST (Figura 4.2) donde su

concentracion aumenté a medida que se incrementaba la dosis de lodo, aunque en este
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caso los tres tratamientos con el mayor contenido de lodo si fueron estadisticamente

superiores al tratamiento con menor dosis (T-19%).
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Figura 4.2. Contenido de AST y PST en hojas bajo distintos niveles de enmienda
con LR.

Cabe destacar que, las concentraciones de PST, AST y pigmentos en las plantas
cultivadas en T-SN (Tabla 4.3) fueron muy similares a las correspondientes a las plantas
regadas con agua de canilla sin nutricién quimica (T-C). Estas observaciones podrian
indicar que, ademds del suministro de nutrientes, el agregado de LR influy6 en la

disponibilidad de agua, afectando positivamente en variables como contenido de PST y

de clorofilas.
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Tabla 4.3. Respuestas de N. alata al tratamiento T-SN

Parametros de crecimiento Parametros Bioquimicos
Parametro Valor Parametro Valor
Altura de tallo (cm) 16 £ 0,58 Clorofilas A (mg g'' MS) 6,38 +0,43

N° de hojas (n planta™) 7,0+0,6 Clorofilas B (mg g1 MS) 2,58 +£0,25
AF Total (cm?planta™) 48,33 +2,03  Clorofilas Totales (mg g' MS) 8,96 + 0,68
MS Planta (g planta™) 0,38 £ 0,07 Carotenoides (mg g MS) 1,33 £ 0,05
MS de hoja (g planta™) 0,10 = 0,00 PST (mg g MS) 41,60 + 1,39
MS de tallo (g planta™) 0,13 +0,01 AST (mg g'' MS) 84,17 + 1,13
MS de raiz (g planta™) 0,12 £ 0,02

MS de flores (g planta™) 0,02 = 0,00
CH de Planta (g H0 g'PF) 0,88 + 0,00

*Valores expresados como valor medio * error estdndar, con n=3; **MS: materia seca; ***PF: Peso fresco
AF: érea foliar, CH: contenido hidrico, PST: proteinas solubles totales, AST: azticares solubles totales.

Al momento de la cosecha, el contenido de humedad en los sustratos fue
significativamente mayor en aquellos enmendados con un mayor porcentaje de lodo. Los
valores obtenidos fueron (g agua g'1 suelo): T-75% 0,65 + 0,01a; T-56% 0,65 + 0,02 a;
T-38% 0,63 + 0,02 a; T-19% 0,57 £ 0,02 b; y T-C 0,52 £ 0,01 b. Esto podria indicar que
la incorporacién de LR afectaria a las propiedades fisicas del sustrato, mejorando la
capacidad de retencion de agua y evitando que la planta sufra estrés hidrico (Fiasconaro
et al., 2013; Méndez, 2014). El crecimiento pudo haber sido inhibido en el tratamiento
sin LR, en comparacién con los enmendados, como sugieren los resultados de biomasa
vegetal (Tabla 4.2). Esto podria atribuirse a una menor capacidad de retencién de agua,
como se discuti0 anteriormente, 0 a una menor concentracion de nutrientes en
comparacion con los tratamientos enmendados. A su vez, estas situaciones podrian haber
generado una mayor acumulacion de azicares en los tejidos, como sugieren Fiasconaro

et al. (2013).

En la Tabla 4.4 se muestran los resultados del contenido de nutrientes (N y P) en

los tejidos aéreos de N. alata y en los suelos de los diferentes tratamientos al finalizar el
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experimento. Como puede observarse, debido al aporte de nutrientes por parte del lodo,
el contenido de N y P en los sustratos de crecimiento fue mayor, y en incremento,

conforme aumentaba la proporcién de lodo suministrado.

En cuanto al contenido de N en los tejidos vegetales, el mismo se vio incrementado
conforme aumento el lodo en los sustratos, a excepcion del tratamiento T-75%. Este
comportamiento se encuentra en consonancia con otras variables, como ser el contenido
de PST, en las que el nitr6geno representa un componente fundamental, el contenido de

clorofilas totales y los pardmetros de crecimiento en general.

Si bien no se encontraron valores de referencia para el contenido de N en N. alata,
para el caso de Nicotiana tabacum L. se han informado valores de N en hoja entre 1,8 al
5% segun diferentes autores (Chouteau y Fauconnier, 1993; Diez et al., 2014). Segin
Chouteau y Fauconnier (1993), con valores de N en hoja inferiores a 1,5%, aparecen
sintomas de deficiencia. Como se observa en los resultados de la Tabla 4.4, este limite
fue superado dnicamente en los tratamientos enmendados con lodo, desde una aplicacién
de 38 a 75% de LR. Ambos controles (T-C y T-SN) mostraron valores ampliamente
inferiores a 1,5% de N. El nitrogeno es un elemento clave en la conformacion de
proteinas, en la multiplicacion celular, en la formacién de clorofilas, en la conformacién
de metabolitos secundarios como alcaloides y en el crecimiento de la planta (Benimeli
etal.,, 2019; Chouteau y Fauconnier, 1993). Esto podria explicar, como se discutid
anteriormente, el crecimiento deficiente en las plantas desarrolladas en los tratamientos
controles, el menor contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas, y la mejora general
observada en las variables antes mencionadas, frente al incremento en la aplicacion de

lodo que actia como fuente de N.
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En cuanto al fésforo, su contenido en los tejidos aéreos fue superior en los
tratamientos controles (T-C y T-SN) respecto a los enmendados con lodo, presentando
los valores mds bajos en los tratamientos con 38% y 56% de LR. Por lo tanto, si bien el
contenido de P en los sustratos con lodo fue incremental a medida que su dosis
aumentaba, la capacidad de extraccién de este nutriente por parte de N. alata no tuvo el
mismo comportamiento, y disminuyd en los sustratos enmendados respecto a los
controles, aun cuando su concentracion en el medio fuera mayor. Ademads, los
tratamientos que mayor cantidad de P acumularon en los tejidos vegetales, fueron los que
menor biomasa generaron, y viceversa. De esta forma, podria inferirse que la absorcién
de P no fue una limitante para el crecimiento de N. alata en ninguno de los tratamientos,
sino que este ultimo se encontrd limitado por el aporte de N que si tuvo una intrinseca
relacion con la generacion de biomasa y con otros parametros que limitan el desarrollo,
como el contenido de clorofilas y proteinas solubles en hojas (Shi et al., 2023). De hecho,
el N se considera como el nutriente con mds influencia en el desarrollo de N. tabacum

(Bailey, 2014), especie mds estudiada del género Nicotiana sp.

Por otro lado, el comportamiento en la acumulacién de P en los tejidos vegetales
fue similar a lo sucedido en los niveles de AST en hojas, donde las plantas cultivadas en
tratamientos controles exhibieron la mayor concentracién de ambos. Khavari-Nejad et al.
(2009) observaron que, en contraposicion con lo que sucedia con el N, una deficiencia de
fosforo conducia a una disminucién del contenido de AST en plantas de tomate. De esta
forma, otra explicacion posible a la disminucion del contenido de AST en las plantas
cultivadas en sustratos con lodo, es que la misma podria deberse a una inhibicién en la

absorcion del P en las plantas causada, posiblemente, por la presencia de compuestos que
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podrian inducir el estrés, como metales pesados o las sales presentes en el LR (Aslani

borj et al., 2022; Sharma et al., 2023).

Tabla 4.4. Contenido de P y N en los tejidos vegetales y suelo

T-C T-SN T-19% T-38% T-56% T-75%
868+ 9,60+ 681+ 355+ 238+ 497+
0,72 1,27 0,69 0,31 0,09 0,86
121+ 104+ 189+ 3,15+ 354+ 371+
0,04 0,01 0,18 0,18 0,17 0,22
059+ 066+ 1,13+ 1,69+ 191+ 1,76=
0,06 0,11 0,15 0,13 0,06 0,12
047+ 048+ 099+ 171+ 208+ 26+
0,02 0,01 0,04 0,03 0,06 0,04

*Los valores corresponden al valor medio de las muestras unificadas + error estindar, con n=2

P en tejidos aéreos (mg P gMS™)

P en suelo final (mg P gMS™)

N en tejidos aéreos (%)

N en suelo final (%)

4.4.4. Analisis estadistico, modelos de variacion y optimizacion de las respuestas

Una vez obtenido el conjunto de datos, se aplicé un anélisis ANOVA para evaluar
las contribuciones individuales de cada término del modelo para las variables
seleccionadas. Estas respuestas fueron MS de planta, CH de planta, CH de suelo, altura
de tallo, AF total, clorofilas totales, PST y AST. El modelo ajustado para cada variable
fue el resultado de una reduccién del modelo general de tercer orden, descartando

aquellos términos que no resultaron significativos (valor p >0,05).

La Tabla 4.5 muestra los resultados de los modelos matematicos ajustados para
cada respuesta, junto con los pardmetros estadisticos de la significancia del modelo (valor
p), la falta de ajuste, y los valores de R? y R? ajustado. Como se puede observar, s6lo para
el caso de AST se encontré que todos los términos del modelo general eran significativos,
ajustando un modelo polinémico de tercer orden. En el caso de la MS de la planta, CH de
la planta, CH del suelo, altura del tallo, AF total y clorofilas totales, el modelo ajustado
fue una funcion polindmica de segundo orden. En el caso del PST, ni los términos de

segundo ni de tercer orden fueron significativos, ajustindose un modelo lineal.
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Tabla 4.5. Modelos estadisticos ajustados para las variables seleccionadas

Respuesta Modelo valorpdel Falta R? R?
modelo de ajustado
ajuste

MS Planta Y =0,187 + 0,082 SC — 9,35 x 10™* 5C? 0,0002 0,1329 0,75 0,71
CH Planta Y =0,837+2,28x10735C — 1,55 x 10755C? <0,0001 0,1634 0,87 0,84
CH Suelo Y =0,518 + 3,74 x 1073 5C — 2,57 x 10755C? <0,0001  0,5539 0,85 0,83
Altura de tallo Y =9,551 + 0,866 SC — 0,0103 SC? <0,0001 07370 0,85 0,82
AF Total Y = 22,744 + 10,288 SC — 0,106 SC? <0,0001 0,6930 0,86 0,84
Clorofilas totales Y = 7,148 + 0,225 SC — 1,804 x 10735C? 0,0074 0,1480 0,59 0,51
PST Y =19,066 + 1,0237 SC <0,0001 0,3742 0,81 0,80
AST Y =70,476 — 2,776 SC + 0,0796 SC? <0,0001 0,7356 0,85 0,81

— 6,79 x 107*sC3

*SC: contenido de lodo

La hipétesis de normalidad fue corroborada para todas las variables ajustadas
(Figura 4.3). Como resultado de aplicar el test de Cook, una sola réplica del tratamiento
T-75% fue identificado como outlier o valor atipico, el cual no se tuvo en cuenta para el
ajuste del modelo (Vera Candioti et al., 2014). Ademads, como se observa en la Tabla 4.5,
el valor p fue inferior a 0,05 en todos los casos y la falta de ajuste no fue significativa en
ninguno de los modelos. Ademds, los valores R? y R? ajustados fueron aceptables y
concordantes entre si, excepto para el modelo que describe las clorofilas totales (R*=
0,59). Estos resultados indican que los modelos construidos son, en forma general,

apropiados para describir la tendencia de cada variable en los experimentos realizados.

La expresion grafica de los modelos se representa en la Figura 4.4, junto con los
puntos experimentales. Como primera observacion, y en concordancia con los resultados
del andlisis de ANOVA, podria decirse que el contenido de lodo en los sustratos (SC)
influy¢ significativamente en casi todas las variables estudiadas. De forma general, las
respuestas exhibieron comportamientos cuadraticos. La pendiente de la curva era positiva
a medida que aumentaba la SC, hasta hacerse nula en el punto en que la variable estudiada
alcanzaba un méximo, y luego tomaba valores negativos una vez superado el umbral
mencionado. Este comportamiento general difiere profundamente para el caso de la AST

y la PST (Figura 4.4 g y h), como se ha indicado anteriormente.
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Con el fin de encontrar la dosis 6ptima de enmienda para el crecimiento de N. alata,

en las condiciones estudiadas, se evalu6 la funcion de deseabilidad. El objetivo fue
mejorar los pardmetros seleccionados dentro del dominio experimental estudiado. La
funcion de deseabilidad intenta proporcionar el mejor valor dentro de una relacién de
compromiso, que satisfaga conjuntamente las respuestas de interés. El resultado de este

andlisis, junto con las respuestas estimadas, puede verse en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Resultados del analisis de optimizacion para la aplicacion de lodo

SC MS Planta *CH Planta *CH  Altura AF total (cm?> Clorofilas PST AST
(%) (gplanta!) (ggh) Suelo detallo planta?) totales (mg g~ (mg g'MS) (mgg'MS)
(ggh  (cm) 'MS)

53 1,91 0,91 0,64 26,5 270 14,0 73,3 47,2

*CH expresados en base himeda. MS: Masa seca

Como puede observarse, el valor éptimo como dosis de lodo, fue cercano al punto
experimental del tratamiento T-56%, exactamente a un SC del 53% en volumen. Esta
dosis es equivalente a una aplicacién de LR a razén de 42 kg m™% (base seca), teniendo en
cuenta el drea de la maceta, la densidad y el contenido en materia seca de los lodos de las

condiciones experimentales.

4.5. Conclusiones

La aplicaciéon del lodo como enmienda orgdnica mejord los pardmetros de
crecimiento evaluados como la masa seca total, el drea foliar de la planta, y respuestas
bioquimicas como el contenido proteinas y de pigmentos fotosintéticos, aunque para estas
ultimas, las diferencias no fueron siempre estadisticamente significativas. Esta mejora
general se expresd a través de un alto indice de tolerancia para cada tratamiento

enmendado, con valores notablemente mayores en los tratamientos T-38% y T-56%.
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Las variables estudiadas han reportado una dependencia estadisticamente
significativa con SC, y los modelos matematicos han sido desarrollados y ajustados
usando RSM. Mediante un andlisis de deseabilidad se estim6 la dosis 6ptima del lodo en
las condiciones estudiadas en un valor de SC=53%, correspondiente a una tasa de

aplicacion de LR de 42 kg m™ (base seca).

Los lodos estudiados resultan de interés por su importante contenido en nutrientes
que, en presencia de metales pesados, podrian favorecer y mejorar su fitoextraccion. Sin
embargo, debido al riesgo potencial de contaminacién por MP presentes en el residuo, el
uso de estos lodos s6lo se recomienda dentro del vertedero, como material de cobertura y

en actividades de revegetacion.

Es necesario tener en cuenta que este trabajo de investigacién se realizé en
condiciones de invernadero. El LR utilizado se deshidrat6 en las instalaciones del
vertedero, sin tratamiento de estabilizacion. En el futuro, podria ser adecuado el estudio
de la aplicacién de los lodos en condiciones de campo y la incorporacién de
pretratamientos, como el compostaje. Debido a la alta variabilidad de las caracteristicas
de LS, el estudio del potencial fitorremediador de N. alata bajo diferentes concentraciones
de MP, asi como su distribucién en los 6rganos de la planta, podria considerarse una
perspectiva de futuro. De esta forma, se podria concluir que los lodos de lixiviados pueden
representar una fuente alternativa de fertilizantes para los suelos utilizados en el cierre de

vertederos sanitarios.
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Capitulo 5. Experimento de fitorremediacion de lodos bajo
distintas cargas contaminantes de metales pesados

5.1. Introduccion

Como se discuti6 anteriormente, el lixiviado producido en los rellenos sanitarios es
una mezcla compleja de varios contaminantes, como sales inorgdnicas, compuestos
orgédnicos (en el que los compuestos himicos constituyen un grupo mayoritario),
nutrientes y metales pesados (Arunbabu et al., 2017; Costa et al., 2019; Wang et al.,
2018). Una parte importante de estos compuestos, como los MP, pueden estar presentes
y adheridos en el material particulado (Jones et al., 2006) y por ende, terminan siendo
partes de la composicién de los lodos derivados de su tratamiento. A su vez, la calidad de
los lixiviados y el lodo generado es especifica del sitio en particular y presenta gran
variabilidad dependiendo de factores como la composicién de los desechos, los procesos
biolégicos y quimicos que se producen durante la degradacion, el contenido de humedad,

las precipitaciones, el clima local, etc. (Arunbabu et al., 2017; Jones et al., 2000).

Por todo esto, cuando se plantea la reutilizacion de estos lodos con el fin de mejorar
las propiedades del suelo, en este caso utilizado como material de cobertura, se debe tener
cuenta que ademds de los nutrientes y materia orgdnica, se estd aportando diferentes

contaminantes, como MP en distintas concentraciones.

En este contexto, la implementacién conjunta del agregado de enmiendas de lodo,
con técnicas de fitorremediaciéon que promueva la recuperacion de las propiedades del
suelo mientras se induce a la re-vegetacion, puede ser adecuada para la restauracion

integral de sitios altamente intervenidos y alterados como los rellenos sanitarios.
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Nicotiana alata L. ha sido estudiada en los ultimos afios como potencial
fitorremediadora de metales pesados (Khan et al., 2020b, 2019). Sin embargo, estos
estudios evalian la extraccion y estabilizaciéon de MP en situaciones de hidroponia o en
la remocién de los MP presentes en efluentes sintéticos. Los experimentos hidropdnicos
no logran reproducir la interaccion de los metales con la matriz del suelo y a menudo se
usan tratamientos de dosis altas poco realistas, lo que puede dar lugar a afirmaciones
falsas de eficiencia de descontaminaciéon y de clasificacion de especies como
hiperacumuladoras (van der Ent et al., 2013). Por ejemplo, Maxted et al. (2007) informa
que la remocién en suelo de Cd por T. caerulescens es de 1 a 2 6rdenes de magnitud

menor que cuando se evaldan en solucién de cultivo.

Por otro lado, muchos estudios de evaluacién de especies fitoextractoras, se basan
en situaciones de contaminacién por un solo metal, sin tener en cuenta la influencia que
puede ejercer la presencia de uno o mas MP en conjunto. Zhang et al. (2020) sostienen
que gran parte de los fracasos en la aplicacion de esta tecnologia se debe al estrés conjunto
de la presencia de varios metales pesados y posibles contaminantes orgdnicos. Estas
posibles interacciones, tienen influencia en la generacion de biomasa, en la absorcion y

translocacion de metales, en la poblacion y actividad microbiana, etc. (Zhang et al., 2020).

En estudios previos ya descriptos en el Capitulo 4, se evalud la aplicacion de los
lodos derivados del tratamiento de lixiviados como enmienda para el crecimiento de N.
alata, encontrandose que su aplicacién como fuente de nutrientes y mejorador de suelos

era factible (Abrile et al., 2021).
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5.2. Objetivos

El objetivo de este capitulo fue evaluar la influencia de distintos niveles de
contaminacion por MP en la eficiencia de fitoextraccion y los pardmetros de crecimiento
y desarrollo de las plantas de N. alata. El suelo enmendado con lodo se contaminé de
forma artificial, mediante el agregado de diferentes concentraciones de Pb, Cr y Ni,
definidas a partir de un disefio experimental tipo Box-Behnken. Se determinaron distintos
parametros fenoldgicos y fisioldgicos, la concentracion de MP en los tejidos vegetales, y
se calcularon variables que permiten inferir sobre la eficiencia de fitoextraccion de la
planta. A través de diferentes herramientas estadisticas se busco inferir sobre la relacién

entre las distintas respuestas y las variables del sistema (MP en suelos).

Por otro lado, se buscé evaluar la evolucién del crecimiento y extraccién de metales

pesados en el tiempo, repitiendo los ensayos experimentales a “valores medios”.

5.3. Metodologia experimental

5.3.1. Configuracion del diseiio experimental

El disefio experimental se proyectd con el objetivo de evaluar las distintas
respuestas para diferentes niveles de contaminacién por MP (Ni, Cr y Pb). Para su disefio
se utilizaron como niveles extremos una cantidad a agregar de 0 a 300 mg kg! de cada
metal, valores establecidos en funcion de considerar, de minima, la variabilidad
observada en el contenido de estos metales a lo largo de los distintos muestreos realizados
del lodo. Se aplicé una concentracion constante de lodo (a fin de no aportar variabilidad

sobre este factor), y se gener un disefio experimental tipo Box—Behnken con 3 niveles,
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correspondientes al agregado de Pb, Cr y Ni, con 3 réplicas del punto central. Los disefios
de Box-Behnken son disefios de segundo orden y permiten estudiar los efectos lineales
de cada factor, los efectos de interaccion y cuadréticos. No tienen puntos experimentales
en las combinaciones extremas de todos los factores, pero lo compensa al tener una mejor
precision de prediccion en el centro del espacio de factores y se distingue por ser eficiente

en el nimero de puntos experimentales (Gutierrez Pulido y de la Vara Salazar, 2012).

De esta forma, el disefio experimental implementado puede graficarse en forma

resumida de la siguiente manera (Figura 5.1):

Ni
: O
@
Cr ¢| )
¢ (@
e @
R Pb

Figura 5.1. Disefio experimental Box-Behnken

Enla Tabla 5.1 se muestran los detalles de cada tratamiento que conforma el disefio
experimental a explorar. Ademads, se agregaron 3 controles, con el fin de evaluar la

incidencia de distintas componentes del sistema (lodo, planta, agregado de MP).
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Tabla 5.1. Descripcidn de los diferentes tratamientos

Pb Cr Ni T: TIERRA;
Nombre Tratamient regado agregado agregado L: LODO; C:
ombre Tratamiento agregado agreg greg CONTAMINADO:

-1 -1 -1
(mgKgh) (mgKgh (mgKg") L o0 N

A 150 150 150 T+L+C+P
B 150 0 0 T+L+C+P
C 0 150 0 T+L+C+P
D 0 0 150 T+L+C+P
E 300 150 0 T+L+C+P
F 300 150 300 T+L+C+P
G 300 0 150 T+L+C+P
H 300 300 150 T+L+C+P
I 150 0 300 T+L+C+P
J 150 300 0 T+L+C+P
K 150 300 300 T+L+C+P
L 0 150 300 T+L+C+P
M 0 300 150 T+L+C+P
Tratamientos controles:

N 0 0 0 T+P
0 0 0 0 T+L+P
P 150 150 150 T+C+P

Con el fin de evaluar la evolucién en el tiempo del proceso de crecimiento vegetal
y extraccion de metales pesados, se agregaron réplicas del tratamiento del punto central
“A” (contaminacién con un agregado de Pb, Cr y Ni de 150 mg kg!' cada uno) de la
experiencia anterior. Un esquema similar se aplicé para el tratamiento P (suelo sin
enmienda, con el mismo agregado de MP que en el tratamiento A), utilizado como control

para determinar la influencia del agregado de lodo.

5.3.2. Desarrollo experimental

El lodo fue recolectado en el relleno sanitario y trasladado a las instalaciones del
INTEC ubicado en el CCT CONICET Santa Fe. El biosélido en estudio correspondi6 al
producto de la sedimentacién de los lixiviados tratados bioldgicamente y deshidratados

en geotubos durante 3 a 6 meses. Este proceso fue realizado en las instalaciones del RS.
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Ya en las instalaciones del INTEC, el biosélido fue secado al aire por 2 semanas, con
volteos intermitentes para homogeneizarlo. Posteriormente fue molido y tamizado
(<12mm) y nuevamente homogeneizado. Finalmente, se mezcld con la tierra comercial

en una proporcion de 20% de lodo y 80% de tierra (v/v).

El sustrato de cada tratamiento se contaminé con Pb, Cr y Ni segun las
concentraciones establecidas por el disefio experimental propuesto (Tabla 5.1). Primero,
tanto el lodo como la tierra a utilizar se homogenizaron mediante su mezclado manual.
Luego, se formuld la mezcla de lodo y tierra para todos los sustratos que serian aplicados
con estas componentes en conjunto (tratamientos A-M y O), separando de la mezcla
homogénea la cantidad necesaria para cada tratamiento (aproximadamente 14 kg para el
tratamiento central, y 2 kg para los otros tratamientos). Se tomaron muestras y se
determind el contenido de humedad (%H) y sélidos totales (%ST) mediante su secado a
105 °C hasta peso constante. Las cantidades de cada reactivo necesarias a agregar para
aportar la carga contaminante (de Pb, Cr y Ni) establecida mediante el disefio
experimental, se calcularon en funcién de la cantidad de suelo a contaminar por
tratamiento y de su contenido de sélidos totales, tal como se expresa en la siguiente

ecuacion:

%ST Mpg ;
X C; X ——= X Nmoles; p

Cri = Ms X =55 PM;

Cr,;: Cantidad (en mg) de reactivo del metal i (con i=Pb, Cr o Ni) a agregar a la

cantidad de sustrato por contaminar.

M;: Cantidad (en kg) de sustrato por contaminar. Resulta del pesaje exacto de
sustrato separado para cada tratamiento, que incluye el uso en las macetas (0,5 kg

aproximado por cada una) y un sobrestimado para muestras € imprevistos.
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%ST': Contenido de sélidos totales del sustrato al momento de la contaminacién (kg

de MS kg'!, con MS: masa seca).

C;: Concentracion del metal i, a la que se espera llegar segun el disefio experimental

(mg i kgMS™).
PMp, ;: Peso molecular del reactivo utilizado para la contaminacion por el metal i.
PM;: Peso molecular del metal i.

Nmoles; : Nimero de moles del metal i por cada mol del reactivo utilizado para

su agregado.

Las muestras de suelo de cada tratamiento se colocaron en bolsas de polietileno de
alta densidad. La masa de reactivo calculada para cada tratamiento se disolvié en agua
destilada y se pulveriz6 sobre el sustrato dentro de las bolsas para evitar pérdidas. El
envase donde se disolvié cada metal fue lavado repetidamente para remover el excedente
de la solucidn, dispensédndola en los sustratos correspondientes. Las mezclas se dejaron
reposar durante 21 dias, sometiéndolas a ciclos de homogenizacién con agua destilada (a
fin de mantener un 60% de contenido de humedad aproximadamente), secado al aire y
mezcla periddica. Este procedimiento se llevé a cabo para reproducir procesos de sorcion
de metales en el suelo que ocurren en el ambiente y lograr una mayor homogeneidad en

las mezclas.

Las semillas de N. alata fueron sembradas y germinadas en semilleros, regadas con
agua corriente regularmente y con solucién nutritiva Hoagland una vez a la semana.
Cuando las plantulas alcanzaron las condiciones establecidas para ser trasplantadas, se
seleccionaron ejemplares homogéneos que se dispusieron en las macetas con los sustratos
correspondientes a cada tratamiento, segun el experimento. En cada maceta se coloc6 un
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unico ejemplar de la especie seleccionada, N. alata. Se recolectaron y guardaron muestras

iniciales de cada tratamiento para su posterior andlisis.

La finalizacion del experimento de contaminacién bajo diferentes niveles de MP,
se considerd cuando las plantas alcanzaron el estadio de floracidn, lo que correspondi6 al
dia 58 desde el trasplante. En ese momento fueron cosechadas y los diferentes 6rganos
(hoja, tallo, flores y raices) fueron separados y almacenados en condiciones apropiadas

hasta realizar las determinaciones correspondientes.

Sobre el material cosechado, se realizaron distintas determinaciones para evaluar
su crecimiento y desarrollo, estado de la planta y sintomas de estrés (N° de hojas, Peso
fresco y seco de los distintos tejidos, aérea foliar, altura, longitud de raiz, pigmentos
fotosintéticos, actividades enzimaticas, contenido de malondialdehido (MDA), azucares
y proteinas solubles totales), y otras en referencia a su capacidad de extraccién de metales

pesados (contenido de MP en tejidos aéreos y en raices).

En cuanto a las plantas destinadas a estudiar el proceso en el tiempo, se procedid
de forma similar a lo descripto en los parrafos anteriores (y en la seccion 3.5.), s6lo que
en este caso se realizaron sucesivas cosechas, determinando uUnicamente la biomasa
vegetal y la concentracién de MP en sus tejidos. Se cosecharon ejemplares, sin importar
su estadio fenoldgico, a los dias 0, 14, 26, 40, 58 (ejemplares del experimento anterior) y
85 desde el trasplante de las plantulas de N. alata desde los semilleros a los sustratos,
superando el tiempo de la cosecha final del ensayo anterior. La cosecha y tratamiento de
las muestras se llevaron a cabo de la forma descripta anteriormente en el Capitulo 3. El
tratamiento P (suelo sin enmienda, con el mismo agregado de MP que en el tratamiento
A) se utilizé como control para determinar la influencia del agregado de lodo, y en este

caso se realizé una menor cantidad de muestreos, a los dias 0, 26 y 58.

105



Capitulo 5. Evaluacion de la fitorremediacion de lodos bajo distintas cargas
contaminantes de metales pesados

5.3.3. Factores de translocacion, bioconcentracion y extraccion neta de metales

en los tejidos aéreos

La eficiencia de la fitoextraccién se suele cuantificar calculando el factor de
bioconcentracién (FBC) y el factor de translocacién (FT) (Alaribe y Agamuthu, 2015;
Almasi et al., 2019; Pedron etal., 2017). Las expresiones correspondientes pueden

representarse por las siguientes ecuaciones:

. .. Cplanta,i
Factor de bioconcentracién: FBC = 224t (5.1)
Csuelo,i
.. C ;
Factor de translocacion: FT = @ (5.2)
raiz,i

73T
1

Donde Cpjgneq,i- €5 la concentracion del metal “i” en la planta cosechada, Cgye0; €8
la concentracion del metal en el suelo, y Cperepsi €8 1a concentracion en los tejidos aéreos

de la planta.
Luo et al. (2020) ademas calcula el factor de extraccion total de metales:
FE = Cplanta,i X MSplanta (5.3)

Donde MS,4nt4 €8 €l peso seco de los tejidos vegetales. Si se pretende evaluar s6lo
la cantidad de metal extraido en los tejidos aéreos, que representa la parte ficilmente

cosechable de la planta, la expresion correspondiente resulta:

(5.4)

Kg MP,i)

MP, i extraido (
planta

aéreos,i X MSaérea

Donde MS ¢ .q: Masa seca aérea de la planta
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5.3.4. Analisis estadisticos

Para evaluar la influencia de los distintos niveles de metales de los tratamientos
enmendados con lodo en las diferentes respuestas, se aplicé un andlisis con modelos
lineales generalizados (MLG) con tres factores (Pbsuelo, Crsuelo ¥ Nisuelo), Y las diferencias
entre los distintos tratamientos se evaluaron mediante comparaciones multiples por
pareja, a partir de la media estimada. Se utiliz6 un nivel de confianza del 95%, haciendo
una correccidn por el método Bonferroni, que permite corregir el nivel de significancia
observado considerando que se estdn poniendo a prueba multiples contrastes (IBM,
2021). Los tratamientos pertenecientes a grupos estadisticamente diferentes se

identificaron con distintas letras.

Por otro lado, los resultados de los tratamientos incorporados como controles (N, O
y P) se compararon con los del tratamiento central (A) a fin de observar la influencia del
agregado de lodo y MP, en las distintas respuestas evaluadas. A fin de establecer
comparaciones entre estos tratamientos, se aplicé una prueba de ANOVA con un 95% de
confianza, y se aplicé el test de Tukey con el objetivo de evaluar si las diferencias entre

estos tratamientos resultaban estadisticamente significativas.

5.4. Resultados y discusion

En la Figura 5.2 se pueden observar diferentes momentos en el crecimiento de N.
alata, y en la Figura 5.3 se muestran las imdgenes de algunos ejemplares del experimento

al momento de la cosecha.

El contenido de metales (Pb, Cr y Ni) en los diferentes sustratos vario,

aproximadamente, entre 30 a 340 mg kg™! de Pb, entre 60 a 360 mg kg! de Cr y desde 20
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a 330 mg kg! de Ni. Estos valores se muestran en el Anexo I (Tabla A.L1.) y estuvieron
condicionados por el agregado de MP mads las cargas preexistentes en cada uno de sus
componentes (resultando para este ensayo, 13,1 mg kg™!' de Pb, 146,6 mg kg de Cr y
50,8 mg kg! Ni en lodo, y 44,4 mg kg'! de Pb, 22,7 de Cry 14,1 mg kg™! de Ni en el suelo

utilizado).

Los resultados obtenidos de la experiencia en general se muestran como el valor

medio * el error estandar.

Figura 5.2. Imagenes de diferentes instancias en el crecimiento de las plantas de N.
alata
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Figura 5.3. Imagenes de plantas de N. alata previo a la cosecha

5.4.1. Efectos de los distintos tratamientos en las respuestas de crecimiento y

bioquimicas de Nicotiana alata L.

En la Tabla 5.2 se muestran los resultados de las respuestas de crecimiento de las
plantas correspondientes a los distintos tratamientos al momento de la cosecha. Se
incluyen ademads los tratamientos controles que fueron incorporados a la experiencia, sin
contaminacion por metales en forma artificial (O), sin contaminacién y sin enmienda de
lodo (N) y contaminado de forma idéntica al punto central (agregado de 150 mg kg™ de
cada metal) pero sin enmienda (P). Los valores més altos de biomasa total generada se
encontraron para los tratamientos A y C, que exhibieron valores por encima de los 50 g

planta! para el tiempo de desarrollo considerado.

Por otro lado, en la Tabla 5.3 se exponen los resultados para las diferentes variables
bioquimicas medidas en las plantas. Dichas variables podrian explicar mejor cémo

influye en N. alata la presencia de estos contaminantes en los sustratos.

La Figura 5.4 muestra los resultados correspondientes a la biomasa aérea generada
por las plantas de N. alata, en los tratamientos enmendados con LR bajo diferentes niveles
de contaminacién. En conjunto se calcul6 el indice de tolerancia (IT) para cada uno de

los tratamientos (Figura 5.5), a fin de evaluar la influencia de la contaminacién por MP
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en los efectos del lodo en el crecimiento de las plantas. Como primera observacion puede
destacarse que la desviacion en los resultados para cada tratamiento fue en general, alta.
La menor generaciéon de biomasa aérea se hall para el tratamiento J (agregados de
Pb=150, Cr=300 y Ni=0 mg kg'), la cual presenté diferencias estadisticamente
significativas con todos los tratamientos, a excepcion de D, H y M. Luego, los
tratamientos que siguen en menor generacion de biomasa aérea E y K, ambos
estadisticamente inferiores (valor p <0,05) a los tratamientos de mayor crecimiento (A y

O).
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Figura 5.4. Peso fresco de tejidos de la parte aérea de Nicotiana alata L. en los
tratamientos enmendados con lodo bajo diferentes niveles de contaminacién por
Pb, Cr y Ni

Como se discutié anteriormente, un indice de tolerancia (IT) menor a 1 expresa un
efecto negativo del sustrato respecto al control, mientras que si IT>1, la influencia
ejercida en el crecimiento vegetal podria considerarse positiva. En la Figura 5.5 se

muestran los resultados de IT para todos los tratamientos enmendados con lodo, los que
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fueron calculados como el cociente entre su biomasa y la del control sin enmienda
(tratamiento N). Como primera observacion se puede decir que, en principio, el agregado
de lodo gener6 efectos positivos sobre el crecimiento para todos los tratamientos (con
valores por sobre la linea de IT=1), excepto para J. El nivel de contaminacién por MP no
evidenci6 efectos estadisticamente significativos en los tratamientos enmendados, con la
excepcion del caso particular del tratamiento J, donde no sélo el valor de IT fue diferente
a la mayoria del resto de los tratamientos, sino que tomé un valor menor a 1. Cabe resaltar
que, si bien el tratamiento J presenté el minimo valor observado de IT, no result en
diferencias estadisticamente significativas respecto a los tratamientos H, Ky M, donde la
caracteristica comun con estos tres casos, ademads del agregado del lodo, es el contenido
maximo de Cr en los sustratos (dentro de los niveles estudiados). Como se discutié en la
seccion 2.1.4, un alto contenido de Cr puede provocar una reduccién en el crecimiento de
las plantas y clorosis (Pathak et al., 2020). En este caso, los resultados podrian indicar
que la presencia de Cr en altas concentraciones pudo haber sido el causal de la reduccién
de la biomasa en las plantas del tratamiento J, y en los tratamientos que no se

diferenciaron significativamente de este dltimo.

111



Capitulo 5. Evaluacion de la fitorremediacion de lodos bajo distintas cargas
contaminantes de metales pesados

n
[=]

4,0

3,0

IT

1.0

0,0
A B D E ¥ G H I J K & M 8

Tratamiento

Figura 5.5. Indice de tolerancia en los tratamientos enmendados con lodo bajo
diferentes niveles de contaminaciéon por Pb, Cr y Ni

En la Figura 5.6 y Figura 5.7 se encuentran representados los valores de azucares
solubles totales (AST) y de clorofilas totales, respectivamente, junto con los valores de
significancia estadistica a fin de analizar los efectos de la contaminacién por MP en las
plantas. Como puede observarse, los valores mds altos de AST se encontraron en las
plantas del tratamiento J, con diferencias estadisticamente significativas respecto al resto
de los tratamientos, a excepcion de 1. Respecto a J, este resultado podria deberse en cierta
medida a la inhibicién del crecimiento de las plantas de N. alata como consecuencia de

los niveles de contaminacién por MP, principalmente Cr.

En cuanto al contenido de clorofilas no se pudo establecer una relacién clara de su
variacién en los distintos tratamientos al no observarse una tendencia ni diferencias
estadisticamente significativas entre la mayoria de ellos. Observando los extremos, los
valores mds bajos de clorofilas totales se registraron para el tratamiento B, y los més altos,

para el tratamiento K, siendo la diferencia entre ellos, estadisticamente significativa.
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Junto con las plantas del tratamiento K se encuentran con los valores mds altos de
clorofilas totales, sin diferenciarse estadisticamente entre ellos, los tratamientos G, H, I y
L. Al compararlos, se observa que la principal caracteristica comun entre ellos es que los
tratamientos con mayor contenido de clorofilas resultaron ser tratamientos con un nivel
medio y alto de Ni en suelo, mientras que el tratamiento con el valor minimo (B)
correspondié a un tratamiento donde no se agregd Ni, por lo que su concentracién en el
medio era la mas baja. Los efectos del Ni en las plantas pueden resultar positivos o
negativos en funcién de la dosis y la tolerancia de la especie, debido a que el mismo
cumple funciones importantes en diversos procesos metabdlicos de la planta, como en el
metabolismo del N, y en su ausencia o déficit las plantas pueden sufrir perturbaciones en
la asimilacién del N y en la absorcién del hierro y un crecimiento reducido (Carvalho
Mendes et al., 2023; Li et al., 2022; Parwez et al., 2021). Otros estudios han indicado que,
a bajas dosis, el Ni promovié un incremento en el contenido de clorofilas y del proceso
de fotosintesis (Carvalho Mendes et al., 2023). De esta forma, la presencia de este metal
podria haber sido el determinante en la mejora de las respuestas en nuestro experimento.
Por otro lado, otra distincién importante entre los tratamientos B y K, donde la diferencia
fue significativa, es que, si bien el contenido de Pb en el sustrato fue el mismo, la planta
en el tratamiento B logrd extraerlo, pero, sobre todo, translocarlo en una mayor
concentracion (Figura 5.8), siendo el contenido de Pb en los tejidos aéreos de las plantas
en B y K, de 25,4 mg kg'! y 16,8 mg kg'!, respectivamente. Algo similar ocurri6 en el
tratamiento I, donde también el agregado de Pb al medio fue de 150 mg kg™! en conjunto
con 300 mg kg™ de Ni, y los niveles logrados de acumulacién de Pb en los tejidos aéreos
y en raices, fueron significativamente menor que en el tratamiento B. De esta forma, una
mayor acumulacion de Ni en los tejidos producto de su incremento en el sustrato,

pareciera haber influido en la acumulacién de Pb, principalmente en los tejidos aéreos.
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Las plantas susceptibles al Pb, pueden evidenciar una disminucién en el contenido de
clorofilas conforme aumenta su concentracion en los tejidos, y algunos autores sostienen
que estos cambios en la produccién de los pigmentos fotosintéticos podria deberse a la

inhibicién del complejo citocromo (Naranjo-Moran et al., 2022).
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Figura 5.6 Azucares solubles totales en hojas en los tratamientos
enmendados con lodo bajo diferentes niveles de contaminacién por Pb, Cr y Ni
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Figura 5.7. Clorofilas totales en hojas en los tratamientos enmendados con lodo
bajo diferentes niveles de contaminacién por Pb, Cr y Ni

Como se discuti6 en los parrafos anteriores, una situacidn particular en una parte de
las respuestas se observa para el tratamiento J, donde el IT<1 (Figura 5.5), el PFy AF de
planta (Tabla 5.2) resultaron en los menores valores de todos los tratamientos
enmendados con lodo, y el contenido de AST fue excepcionalmente alto (Tabla 5.3). Un
tratamiento muy similar a J es el tratamiento K, también con un agregado 150 mg kg™! de
Pb, 300 mg kg! de Cr, y a diferencia de lo ocurrido en el tratamiento J, en él se
incorporaron 300 mg kg™! de Ni (mientras que en J no existié agregado de Ni, siendo todo
el contenido del mismo, correspondiente a los metales originales del lodo y suelo). En el
anexo I, las Figuras A.L.1 y A.I.2 muestran ejemplares de estos dos tratamientos al inicio
(post trasplante) y final del experimento. Ademds, esta diferencia en los sustratos de
crecimiento, también se extrapol6 a los niveles de Ni acumulados en los tejidos aéreos y
de raices, donde en ambos casos, la concentracion en el tratamiento K, fue ampliamente

superior. A diferencia del tratamiento J, en el tratamiento K mejoraron gran parte de las
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respuestas de crecimiento: un mayor IT (también observado en los otros dos tratamientos
donde se combiné 300 mg kg™! de Cr con agregado de Ni, “H” y “M”), mayor biomasa,
altura de planta, N° de hojas y AF. Asi mismo se observaron diferencias entre ambos
tratamientos a niveles bioquimicos: las actividades enzimadticas de catalasa (Act. CAT) y
de peroxidasa de guayacol (Act. GPX) se vieron incrementadas en el tratamiento J, y el
contenido de clorofilas disminuido, aunque en estos dos ultimos casos, no de forma
estadisticamente significativa. Nuevamente, el incremento de los niveles de Ni en el rango
estudiado pareciera mejorar las respuestas de las plantas sometidas al estrés por

contaminacion por el lodo y el agregado de los MP.

Por otro lado, comparando los resultados de los tratamientos controles sin lodo (N
y P), respecto al resto en los que si fueron enmendados con LR, se puede observar algunas
diferencias importantes. Por un lado, en cuanto a los pardmetros de crecimiento, ambos
tratamientos se encontraron para la generalidad de las variables (N° de Hojas, PF aéreo y
de planta, AF planta) en los valores minimos, junto con el tratamiento J. Por otro lado,
estos tratamientos exhibieron un contenido de MDA entre los valores més bajos, mientras
que en el resto de los tratamientos enmendados fueron considerablemente superiores
(aunque entre ellos no mostraron diferencias significativas). Esto podria indicar que estian
ocurriendo procesos de estrés oxidativo en aquellas plantas cultivadas en sustratos
enmendados con lodo. En particular, al comparar los tratamientos “O” y “N”, con y sin
agregado de lodo, y sin agregado de metales al medio en forma artificial, se puede
observar un incremento en la actividad catalasa (Act. CAT) en el tratamiento O respecto
a N. En el mismo sentido el contenido de clorofilas fue menor y el nivel de MDA se vio
incrementado. Esta observacion, en dos tratamientos donde no se agregd metales en forma

artificial, podria estar expresando que el agregado de lodo al sustrato de crecimiento
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generaria efectos negativos a nivel interno de la planta, generando un estrés oxidativo. En
consecuencia, por la disminucién en el contenido de pigmentos fotosintéticos también
decaen las tasas de asimilacion de COyy el nivel de azucares podria ser menor debido a
un aumento en su degradacidn para mantener los niveles de ATP (Carvalho Mendes et al.,

2023).
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Tabla 5.2. Variables de crecimiento frente a los distintos tratamientos

Tratamiento N° Hojas H tallo L Raiz PF hojas PF tallo PF raiz PF aéreo PF Planta AF planta
(cm) (em) (g (® (g) (® (®) (em’ planta™)
A 9+1 30,5+1,2 12,0 £0,4 299+14 11,2+£0,6 11,1 £0,9 41,1 £ 1,7 522+25 4754 +£29,9
B 9+0 32,5+34 13,8 £1,7 25,1 +£42 94+14 11,9+£2,6 34,6 £54 46,5+7,6 4447 + 66,0
C 11£1 373+£54 11,4+£0,9 30,7+2,2 11,7+£2,6 11,7£1,6 423+428 54,0 £6,2 4545 + 54,1
D 61 340+1,8 12,8 £1,1 19,8 £4,2 82+1,1 10,8 £1,5 28,0+5,2 38,8 +6,7 315,5+48,2
E 30,5+3,5 10,3+1,3 194 +1,3 6,3+0,9 86+14 25,7+2,1 344+35 328,2 +26,6
F 9+1 345+1,3 13,0+0,8 23,6 +1,3 9,6 +1,1 10,7 £0,7 33,1£2,0 438 +2,6 490,7 + 36,0
G 8+1 33,5+£22 11,3+£0,8 219+2.2 9,9+0,9 11,7+1,9 31,8 +2,5 435+42 365,8 + 50,8
H 6+0 32,0+1,6 8,5+09 19,5+2,4 70+1,5 11,4+34 26,5 +3,8 379+7,1 379,2+74,0
I 34,0+3,3 11,0+0,7 21,2+0,8 9,6 £1,6 112+1,4 30,8+ 1,6 42,0+25 362,3+ 13,6
J 4+1 223+2,6 10,5+0,3 10,7+ 1,9 3,7+£0,5 2,6 04 144+22 17,0+2,5 154,5 + 34,4
K 7+1 30,8 +1,3 12,4 +1,1 17,2 +1,5 7,8 +0,8 70+1,3 25,0 £2,1 32,032 311,0+ 19,8
L 32,029 13,3+£1,2 24,1 £2,7 10,0 £ 1,6 11,6 £2,0 34,1 £4,1 457+5,9 3809 +£21,4
M 28,5+3,5 8,8+1,0 21,4 +£3,6 7,9+2,0 9,7+2,3 293+5,5 39,0+7,7 287,0 £ 60,0
N 5+0 28,0+2,3 8,8+0,5 4,8 +1,1 34+0,6 42+1,3 82+1,6 12,4 £3,0 124,1 £23,6
(0] 9+3 27,8+ 1,7 9,0+0,8 20,6 +3,1 7,0+£0,9 8,8+24 27,6 3,9 36,4 +6,3 339,6 +44.,0
P 5+1 29,0 +£2,0 10,0 £0,6 7,615 52+0,7 7,6 +1,2 12,8 +1,9 20,4 £ 3,1 232,2+429

Valores expresados como valor medio + error estindar (n=4)
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Tabla 5.3. Efectos de los distintos tratamientos sobre las respuestas bioquimicas de Nicotiana alata L.

Tratamiento Act. CAT Act. GPX Clor. A Clor. B Clor. Totales Carotenoides MDA AST PST
Ugh Ugh (mgg MF") (mggMF') (mggMF') (mggMF') (nmolgMF') (mggMF') (mggMF")
A 0,111 £0,006 0,371 £0,041 0,292 +£0,037 0,133 +0,014 0,425 0,050 0,070 £ 0,009 18,7 £0,8 3,1£0,3 7,0+0,5
B 0,083 +£0,011 0,208 £0,033 0,192 +£0,012 0,085 0,007 0,277 £0,019 0,049 £ 0,003 12,3+£1,0 2,9+0,5 5,7+0,9
C 0,121 £0,023 0,392 +0,079 0,259 +0,022 0,110%0,007 0,368 +0,029 0,063 + 0,006 19,1 £0,2 6,3+1,9 6,8 +1,7
D 0,091 £0,003 0,518 £0,105 0,264 +£0,064 0,130+0,029 0,394 +0,092 0,064 +0,017 172+04 3,5+0,2 6,4+0,2
E 0,115+£0,002 0,440+0,110 0,250+£0,042 0,113 £0,016 0,362 £0,057 0,062 +£0,011 22,6 £3,2 3,6£0,5 7,2+0,9
F 0,087 £0,014 0,400 £0,047 0,321 £0,035 0,139+0,016 0,459 £0,051 0,085 £ 0,009 14,9 £0,8 6,0+1,6 7,7+1,6
G 0,089 + 0,020 0,387 +£0,108 0,366 +0,109 0,158 £0,043 0,524 +0,151 0,091 + 0,024 19,1 £40 3,610 6,7+1,4
H 0,086 + 0,022 0,393 +0,090 0,280+0,074 0,127 £0,028 0,407 +£0,102 0,069 + 0,017 174+£1,0 39+1,0 74+1,6
I 0,123 £0,021 0,296 £ 0,053 0,333 +£0,071 0,140 £0,027 0,472 £0,098 0,082 +0,017 14,6 £2.,8 23,1 £3,5 8,014
J 0,174 £0,022 0,352 +0,089 0,260+0,020 0,111 £0,008 0,371 £0,028 0,064 £ 0,008 13,5+34 35,3+£89 8,610
K 0,072 £0,006 0,246 +0,054 0,555 +0,074 0,241 +£0,035 0,796 +£0,105 0,127 £0,016 14,2 +0,1 56+1,1 7,4+0,7
L 0,102 +£0,018 0,276 £0,031 0,338 +£0,100 0,148 £0,044 0,485 +0,143 0,083 +£0,021 13,6 £0,5 2,5+0,3 7,5+0,5
M 0,104 £0,016 0,534 +0,127 0,255+0,039 0,116 +£0,021 0,371 £0,059 0,061 £ 0,009 21,2+0,0 6,1 £2,0 8,2+0,7
N 0,071 £0,008 0,148 +0,016 0,254+0,011 0,100 +£0,008 0,354 +0,018 0,062 £ 0,001 6,4+0,7 65,6 £53 8,4+0,6
(0) 0,124 +£0,009 0,170+0,011 0,187 +£0,036 0,097 +0,020 0,283 + 0,053 0,043 + 0,008 15,6 £0,7 3,5+04 7,6 +1,1
P 0,059 £ 0,005 0,166 +0,018 0,149 +0,022 0,065 +0,006 0,215+0,023 0,036 + 0,009 7,7+1,4 8,1+1,5 109+1,5

Valores expresados como valor medio + error estandar (n=4). Clor.: Clorofilas

. Act.: actividad.
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5.4.2. Efectos de los distintos tratamientos sobre la acumulacion de metales en los

tejidos vegetales de Nicotiana alata L.

En la Figura 5.8 se muestran los valores de concentracién de Pb en los tejidos
aéreos al final de la cosecha para cada tratamiento. En general, se puede observar una
mayor acumulacion de este metal en la biomasa superior cuando las concentraciones de
Pb en los sustratos de crecimiento fueron mayores (tratamiento con agregado de 150 y
300 mg kg!), superando los 10 mg kg™! en todos estos tratamientos. Si bien el tratamiento
con mayor extraccion en los tejidos aéreos fue el tratamiento E, donde la cantidad de Pb
agregado fue la mayor, de 300 mg kg'!, este comportamiento no se repitié en los otros
tratamientos con el mismo agregado de Pb. En los tratamientos restantes (con 300 mg kg
! de Pb), el contenido de Pb en los tejidos aéreos fue significativamente menor, y el factor
comun en todos ellos fue el agregado conjunto de Pb con Niquel (en 300, 150 y 150 mg
kg! para F, G y H respectivamente). Esto podria indicar alguna interferencia y/o
competencia entre Pb y Ni, en los procesos de absorcion y/o translocacion a los tejidos
aéreos de la planta, provocando que ante la presencia de Ni, la acumulacion de Pb en los
tejidos aéreos sea menor. En particular, los tratamientos E y F son similares (agregado de
Pb=300 mg kg y Cr=150 mg kg'), a excepcién del Ni, que fue agregado en una
magnitud de 300 mg kg! en el tratamiento F. Producto de esta diferencia, el contenido de
Ni en los tejidos aéreos para el caso de F fue significativamente mayor que para el caso
de las plantas cultivadas en E. Particularmente, esta situacion se repite cuando se evalda
el contenido de Pb y Ni en las raices para ambos tratamientos. Una situaciéon similar
ocurre cuando se evalua la extraccion de Ni. Para los tratamientos con la concentracion

maxima evaluada de Ni (tratamientos F, I, Ky L), se observa una menor acumulacién en
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los tejidos aéreos a medida que la concentracién de Pb en el medio se incrementd
(Acumulacién de Ni en “L”> “K y I” > “F”). Algunos autores sugieren que el Pb y Ni
podrian ingresar a las células vegetales a través de los canales de calcio y/o potasio
activados (Amari et al., 2017). Esto podria provocar una competencia entre estos metales,

limitdndose mutuamente el ingreso a las células vegetales.

Por otro lado, puede observarse que aun en los tratamientos donde no se agregé Pb
(C, D, L, My O) se produjo una extraccion de este MP en los tejidos aéreos y de raices,
provenientes del metal ya presente en la mezcla de sustrato, debido al aporte del lodo y
suelo utilizado. Una situacion similar ocurri6 en cuanto a la remocién de Cr y Ni, en los

sustratos sin su agregado.
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Figura 5.8. Acumulacién de Pb los tejidos aéreos de Nicotiana alata L. en los
tratamientos enmendados con lodo bajo diferentes niveles de contaminacion por
Pb, Cr y Ni
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Figura 5.9. Acumulacion de Cr en los tejidos aéreos de Nicotiana alata L. en los
tratamientos enmendados con lodo bajo diferentes niveles de contaminacién por
Pb, Cry Ni
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Figura 5.10. Acumulacion de Ni en los tejidos aéreos de Nicotiana alata L. en los
tratamientos enmendados con lodo bajo diferentes niveles de contaminacion por
Pb, Cr y Ni
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En cuanto al contenido de Cr en los tejidos aéreos al finalizar el experimento
(Figura 5.9), los niveles alcanzados en general fueron bajos (<8 mg kg™! para todos los
casos) en comparacion a lo alcanzado para Pb y Ni. Por otro lado, no se observé una clara
tendencia en respuesta a las variaciones de Cr en el medio y la interferencia con la adicién

de otros metales.

Como puede observarse en la Figura 5.10 los tres tratamientos con mayor
contenido de Ni en los tejidos aéreos son I, K y L, donde el agregado de Ni al medio
inicial fue de 300 mg kg! en los tres casos. A diferencia de los anteriores el tratamiento
F, también con un agregado de 300 mg kg'! al medio, present6 absorciones notablemente
menores que en esos casos. Para el tratamiento F, la particularidad fue la adicion
simultidnea de Pb en el nivel mas alto, lo que nuevamente podria expresar la competencia

entre estos dos metales.

Si bien los valores reportados por Khan et al. (2020b, 2019) son superiores para los
tres metales, las condiciones estudiada por estos autores fueron diferentes, principalmente
porque la descontaminacion se realizaba desde un efluente liquido, encontrandose los MP

de esta manera, en una forma més biodisponible.

En la figura siguiente (Figura 5.11) se presentan los resultados de la extraccion de
plomo en los tejidos radiculares. Se puede observar una notable influencia del agregado
de plomo en su concentracion en raices, de forma directa, donde una mayor concentracion

de Pb en el sustrato se expreso a través de un mayor nivel de su absorcion en raices.
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Figura 5.11. Acumulacién de Pb en raices de Nicotiana alata L. en los tratamientos
enmendados con lodo bajo diferentes niveles de contaminaciéon por Pb, Cr y Ni
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Figura 5.12. Acumulacién de Cr en raices de Nicotiana alata L. en los tratamientos
enmendados con lodo bajo diferentes niveles de contaminaciéon por Pb, Cr y Ni
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Figura 5.13. Acumulacién de Ni en raices de Nicotiana alata L. en los tratamientos
enmendados con lodo bajo diferentes niveles de contaminacion por Pb, Cr y Ni

En cuanto al contenido de cromo en raices (Figura 5.12) no se evidencia una
influencia, o una clara diferencia, entre los distintos niveles de agregado de Cr al medio.
Si, por otro lado, es notablemente superior la extraccion de Cr en aquellos tratamientos

con agregado del mismo al sustrato.

En la Figura 5.13 se muestran los resultados de la concentracion de Ni en las raices
al finalizar el experimento. En general se puede observar una influencia positiva en el
incremento de Ni en el medio respecto a la capacidad de extraccion de la planta a sus
tejidos radiculares. A diferencia de lo ocurrido en los tejidos aéreos, no se observa una
diferencia en la extraccion de Ni en raices para un mismo nivel de contaminacion de este
metal cuando se aplica en simultdneo una contaminacién de Pb en niveles altos. Esto
podria indicar que la presencia de Pb en niveles altos en el medio no pareciera interferir
en los procesos de absorcion de Ni, pero si en los mecanismos de translocacion del metal
hacia los tejidos superiores.
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Los valores mdas altos de contenido de Pb en raices se encontraron para los
tratamientos E y H, con valores de 237 y 269 mg kg™!' de Pb, respectivamente. Si bien el
tratamiento H fue superior a E, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas,
y la distincién entre ambos, es la mayor presencia de Cr y Ni en los suelos del tratamiento
H. Luego siguieron los tratamientos F y G, con 138 y 157 mg kg™! de Pb, donde también
en estos casos, correspondieron a tratamientos con el maximo nivel de agregado de este
metal. Al comparar E y F, donde el nivel de Pb en raices fue significativamente inferior
en este ultimo, la Unica diferencia entre ambos es el mayor nivel de Ni en el tratamiento

F siendo, ademads, uno de los tratamientos que mds Ni en raices acumulo.

Para el caso del Cr, los valores mds altos en raices se reportaron para los
tratamientos E y H, con valores de 121 y 273 mg kg de Cr, respectivamente. Las
concentraciones mads altas encontradas en raices fueron las correspondientes a los
tratamientos F, K y L, alcanzando valores medios entre los 275 y los 286 mg kg™ de Ni.
En cuanto a los tejidos aéreos, los valores superiores se encontraron en las plantas
cultivadas bajo los tratamientos I, K y L, con concentraciones desde los 72 a 81 mg kg'!
de Ni. Liu et al. (2019) encontraron que Bidens pilosa L. (conocida como amor seco o
romerillo) pudo concentrar en sus tejidos 180 mg kg™!, 28 mg kg y 53 mg kg™ de Ni en
sus raices, tallos y hojas respectivamente, luego de 3 meses de exposicion a un suelo
contaminado con niquel. Por otro lado, Mirzaei et al. (2021) evaluaron la fitoextraccion
de Vitis vinifera L. (planta de vid) de un suelo contaminado con diferentes metales,
encontrando que luego de 2 afios de tratamiento, la planta extrajo 63,5 mg kg™' y 152.,9
mg kg!' de Pb y 17,2 mg kg!' y 25,3 mg kg! de Cr, en raices y en partes aéreas

respectivamente, aunque en dichos estudios, la concentraciéon de metal en suelo fue
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altamente superior que en este experimento, superando las 800 mg kg™! en el caso de Pb

y las 600 mg kg™! para el Cr.

5.4.3. Evaluacion de los factores de translocacion y de bioconcentracion

El factor de translocacion relaciona el contenido del metal en los tejidos aéreos
respecto a su concentracion en las raices. Expresa la capacidad que tiene la planta de
transportar el metal, desde sus tejidos internos radiculares, hacia la parte superior. Por
otro lado, el FBC relaciona la concentracion promedio de MP en toda la planta, respecto

a la del suelo.

Los resultados obtenidos para los distintos tratamientos aplicados a los sustratos
con lodo (de A-M y O) se muestran en las Figuras 5.14-5.16. El andlisis de MLG dio
como resultado que el agregado de metal, Pb, Cr y Ni, tuvo una influencia significativa
en los factores FT y FBC de Pb, Cr y Ni, respectivamente. Se puede observar que los
valores de FT fueron menores a 1 para la mayoria de los tratamientos con agregado del
MP evaluado y que, en general, los mayores FT se encontraron a bajas concentraciones
de ese metal (por ejemplo, para el caso del Pb en la Figura 5.14 (a) los tratamientos C,
L, My O). Esto también se relaciona en general con bajas concentraciones del MP en sus
tejidos, lo cual podria indicar que, a bajos niveles del metal, la planta promueve una
concentracion mds preferencial en los tejidos superiores respecto a las situaciones donde
estos niveles son mayores. Una situacién similar ocurre para el caso del Ni, donde los
valores de FT mads altos se encontraron para los tratamientos con menor contenido de Ni
en los sustratos (B, C, E, J y O). A su vez, estos tratamientos corresponden a los que
menor contenido de Ni acumularon en sus raices y en los tejidos aéreos. Reyes Roa (2020)

encontraron que el factor de translocacién de Cd en plantas de Ocimum basilicum L.
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disminuia en los tratamientos con un mayor contenido este metal en el medio, a pesar de
que la concentracién del Cd en raices se incrementaba. Los autores sostienen que ese
comportamiento puede deberse a que el aumento en la concentracion de este metal genera
cambios en la planta, entre ellos un incremento en la produccién de quelatos como
metalotioneinas y las fitoquelatinas, que podrian inhibir la translocacién de este elemento
toxico a las partes aéreas. Dinu et al. (2020) reportaron los valores de MP considerados
como fitotoxicos en los tejidos de plantas sensibles a los mismos, siendo para el caso del
Pb de 20 mg kg'!, para el Cr de 2 mg kg™ y para el Ni de 30 mg kg'!. Vasile et al. (2021)
informaron que la concentracion toxica de Ni en los tejidos de las hojas maduras puede
estar en el rango de 10 a 100 mg kg! MS, mientras que Mustafa et al. (2023) indicaron
que para plantas tolerantes, ese nivel se encuentra en 50 mg kg™! MS. Nuestros resultados
muestran que el contenido de Ni en los tejidos aéreos superd los 30 mg kg™! como valor
de referencia en practicamente todos los tratamientos en los cuales se agreg6 este MP en
forma artificial, estando siempre por debajo (entre 4 y 14 mg kg™') en aquellos donde el
contenido de Ni fue el mas bajo y el FT mads alto (B, C, E, J y O). En cuanto al Pb se
observa algo similar, estando por debajo de los 20 mg kg™' de referencia en aquellos
tratamientos donde el agregado de Pb fue nulo (menor concentracién de Pb en el medio)
y también en tres de los tratamientos con concentraciones medias de Pb (I, J y K). Para el
Cr, lo observado fue diferente, habiéndose superado el valor informado por Dinu et al.
(2020) de 2 mg kg'! en todas las situaciones. Estas observaciones, podrian tener relacién
con el mayor valor de FT observado en los tratamientos con menor contenido de cada uno
de los metales en los sustratos, respecto a aquellos en los que el nivel de MP en suelos y
tejidos vegetales fue mayor. Posiblemente, a medida que se alcanzaban los niveles de
fitotoxicidad en la planta, la misma podria emplear mecanismos de restriccion para su

absorcién y translocacion a los tejidos aéreos.
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Por otro lado, si comparamos los FT en los niveles medios de agregado de cada
metal (tratamientos A, B, I, J y K paraPb, A,C,E,Fy L paraCry A, D, GH y M para
Ni) los mismos variaron entre 0,14 y 0,28 para el Pb, entre 0,05 y 0,15 para el Cr y de
0,25 a 0,40 para el Ni, por lo que en general, podria decirse que FTni>FTpy>FTc;. Debido
a las funciones fisioldgicas en las que participa el Ni, al igual que otros metales como el
Zn y Cu, es posible que presente una mayor eficiencia de translocacion hacia los érganos

aéreos (Vasile et al., 2021).

La ventaja de evaluar el FBC respecto del anélisis directo del contenido de MP en
los tejidos, es que este factor permite tener en cuenta las diferencias de la concentracion
del metal en los sustratos (Tabla A.L.1. ). Al comparar los FBC de los tres metales, se
puede observar que en general FBCn; >FBCpp, > FBCcr. Esto podria indicar que la planta
de N. alata logra extraer el Ni con mayor facilidad que al Pb y Cr. Mas alla de la afinidad
de la especie vegetal por uno u otro metal, la biodisponibilidad en la solucién del suelo
también ejerce una influencia importante en la capacidad de extraccion del metal.
Gonzalez Huecas et al. (2003) estudiaron la retencién de diferentes metales en el suelo
aplicdndole sucesivos lavados y encontraron que la retencion del Cr y Pb era ampliamente
mayor que la del Ni, existiendo una fuerte competencia entre los primeros por los sitios
de adsorcion. De la misma forma, Amari et al. (2017) informa que la movilidad del Ni en
los suelos es mucho mayor que la del Pb. En funcién de esto, los resultados obtenidos
podrian deberse principalmente a una menor movilidad del Cr (seguido por el Pb) en la

solucion del suelo.
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Figura 5.14. Factores de (a) Translocacion y (b) Bioconcentracion de Pb en los

tratamientos enmendados con lodo bajo diferentes niveles de contaminacion por
Pb, Cr y Ni
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5.4.4. Evaluacion de la extraccion de metales pesados a través de la metodologia

de superficie de respuesta (RSM)

La acumulaciéon de metales en los tejidos aéreos de N. alata, representa la
posibilidad de fitoextraer los metales del complejo suelo-lodo a través de la cosecha de
las partes aéreas de la planta, ya que son las zonas mds féacilmente extraibles. La
evaluacion conjunta de la acumulacion de metales en estos tejidos y la generacion de
biomasa aérea permite evaluar la cantidad de metal acumulada en estos tejidos, y que son
susceptibles de ser cosechados (Ec. (5.3)). En este apartado se buscd inferir sobre cémo
evoluciond la cantidad de metal extraido a través de los tejidos vegetales conforme varié

la concentracion de metal en el sustrato.

Para ello, se aplic6 un andlisis de varianza (ANOVA) y regresiéon multiple y se
representaron las superficies de respuesta de cada modelo ajustado, para evaluar la
variacion de la extraccidon de cada metal ante cambios en el agregado de Pb, Cr y Ni en

los medios de crecimiento.

Las variables respuestas evaluadas fueron la cantidad de cada uno de los MP
extraidos (Pb, Cr y Ni, respectivamente) por la planta a través de sus tejidos aéreos (ug

MP planta), y los factores de los modelos, fueron la cantidad de Pb, Cr y Ni en suelo

(mg kg™).

En todos los casos se ajusté un modelo cuadrético, y se incorporaron a la funcién
de repuesta los términos que contribuyeron de manera significativa al modelo (valor p
<0,05), evaluando bajo esta metodologia los términos lineales, cuadriticos y de

interaccion (Ec. (5.5)).
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Y = Bo + B1X1 + B2Xz + BaXs + P11 XT + P22 X3 + B3aX3 + PraXi X, (5.5)
+ B13X1 X3 + B2z Xo X3 + €
Donde y representa la variable dependiente (extraccién de Pb, Cr y Ni en tejidos
vegetales para cada caso), Xi es la variable independiente (concentracién de Pb, Cr y Ni
en sustrato inicial, respectivamente), o es una constante, [3; es el coeficiente de regresién
del término lineal, Bii es el coeficiente del término cuadratico, Bij es el término del efecto
de interaccidn, y € es el término de error experimental.

Tabla 5.4. Coeficientes estimados y resultados de ANOVA para el ajuste de cada

respuesta (extraccion de MP en tejidos aéreos)

Respuesta evaluada

Término Pbextraido Crextraido Niextraido
Modelo <0,0001 <0,0001 <0,0001
A-Pb <0,0001 NS 0,0083
B-Cr 0,0416 0,1553 0,0369
C-Ni 0,2514 0,0034 <0,0001
Pb x Cr NS NS NS
Pb x Ni NS NS 0,0035
Cr x Ni 0,001 NS NS
A? <0,0001 NS 0,0002
B? <0,0001 <0,0001 <0,0001
C? <0,0001 0,0005 0,0121
Falta de ajuste 0,2520 0,3032 0,3143
R? 0,8154 0,4598 0,8429
R? ajustado 0,7890 0,4183 0,8205

Se consider6 un nivel de confianza del 95% (valor p <0,05)

Cuando el modelo resulté estadisticamente significativo y la falta de ajuste fue
aceptable (valor p >0,05), se generaron las graficas de superficie de respuesta para evaluar
la variacion de la respuesta respecto a los tres factores del experimento (Figura 5.17,
Figura 5.18 y Figura 5.19). Los valores atipicos fueron identificados a través del test de

Cook, y eliminados del anélisis de correlacion.
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En la Tabla 5.4 se presentan los resultados del andlisis de ANOVA para los
modelos de cada respuesta. Los términos que resultaron estadisticamente significativos

(valor p <0,05) se incorporaron como parte del modelo.

Las ecuaciones resultantes de los modelos para cada una de las respuestas se

muestran a continuacion (Ecuaciones (5.6), (5.7) y (5.8)).

Pbxeraido (:Z‘Z—:Z) = —20,17 + 0,491 x Pb + 0,296 x Cr + 0,167 x Ni + (5.6)
5,49 x 10~% x Cr x Ni — 9,02 x 107°% x Pb? — 1,01 x 1073 x Cr?
— 8,56 x 107% x Nj?
CT oxtraido (%) = 2,851 + 0,106 X Cr + 0,095 x Ni — (5.7)
2,73 x 107 x Cr2 — 2,17 x 107 x Ni2
kgt (5.8)

Nipreraido ( ) = —105,269 + 0,6998 X Pb + 0,677 x Cr + 1,184 x Ni —

planta

1,17 x 107° x Pb x Ni — 1,64 x 107°% x Pb? — 1,83 x 107%3 x Cr?
— 1,07 x 10793 x Nj?

Como se observa en la Tabla 5.4, todos los modelos resultaron estadisticamente
significativos. No se evidenciaron faltas de ajuste en ninguno de los casos (valor p >0,05).
Los coeficientes de regresion para las tres respuestas presentaron valores aceptables, a
excepcion del modelo para la extraccion de Cr, donde estos valores fueron bajos. Como
se observa en la Ec. (5.6), todos los factores representaron una influencia positiva en la
extraccion de Pb en los tejidos aéreos a concentraciones bajas del metal (término lineal
de Pb, Cry Ni en suelo), con una influencia negativa a concentraciones mayores (términos

cuadraticos).
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En el caso de la extraccion de Pb, el proceso evidencié tener un fuerte impacto del
término lineal de Pb, y de los términos cuadréticos del agregado de los tres metales, en
segunda medida. Esto se condice con lo observado en forma individual, cuando se
analizaron los resultados de las diferentes respuestas por pares de tratamientos similares,
por ejemplo, entre B e I, y entre E y F, donde la tnica diferencia entre ellos es el agregado
de Ni (en I y F). En ambos casos, se observé que la acumulacién de Pb en los tejidos

aéreos fue mayor en los dos tratamientos en donde no se agreg6 Ni, respecto a los que si.

La remocién de Cr se vio impactada principalmente, y en forma negativa (Tabla
5.4 y Ec. (5.7) por el término cuadritico del agregado de Cr. Ademds, los términos
lineales y cuadraticos del agregado de Ni parecieron tener una influencia significativa en
el proceso de extraccién de Cr. Sin embargo, el R? del modelo de regresion fue bajo para

este caso (0,4598).

En cuanto a la remociéon de Ni, la influencia de su agregado al suelo fue
significativamente mayor (valor p <0,0001) que el efecto de la presencia del resto de los
metales, y se evidencid una interacciéon importante entre los niveles de agregado de Pb y

Ni (valor p =0,0035).

A partir de las expresiones matematicas que relacionaron las respuestas con los
factores del modelo, se representaron las superficies de respuestas que expresan la
cantidad de metal extraido por planta través de los tejidos aéreos (en ug MP planta™!) en

funcién de la cantidad de metal en el suelo (Figura 5.17 Figura 5.18 y Figura 5.19).
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Como se observa en la Figura 5.17 a medida que el agregado de Pb fue mayor, la
cantidad de Pb extraido a través de los tejidos también se incrementd. Por otro lado, si
bien pareciera existir un miximo de extraccién dentro de la regién experimental
planteada, el mismo se encuentra cercano a las fronteras experimentales, por lo que una

contaminacién mayor podria ser explorada en futuros estudios, de ser necesario.

Respecto a la remociéon de Cr (Figura 5.18), si bien se visualiza una baja
correlacidn de los datos con el modelo tambien es posible observar que existe una zona
de méxima extraccion abarcada por las fronteras experimentales estudiadas, por lo que
podria predecirse que la planta de N. alata no se comportaria en forma diferente aunque
se ampliaran los limites de contaminacion (de hecho, la tendencia es a reducir la cantidad
extraida conforme aumenta el Cr en el medio, posiblemente por los efectos perjudiciales

del Cr).

En cuanto a la remocién de Niquel (Figura 5.19), los valores y el modelo obtenido
mostraron una fuerte dependencia con el agregado de Ni al sustrato, evidenciando que los
limites de mayor remocién no fueron alcanzados y que deberian explorarse niveles de
contaminacién mayores a los evaluados para maximizar la cantidad de metal extraido.
Por otro lado, se observa una fuerte interaccion del agregado de Ni y Pb, principalmente
en niveles altos de contaminacién y en sentido negativo. Esto podria deberse a una posible
competencia entre estos metales en los mecanismos de absorcion o a una disminucién en

la biomasa aérea a causa de la toxicidad conjunta de los metales.
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5.4.5. Evaluacion de la influencia del agregado de metales en la generacion de

biomasa

De la misma forma que con la extraccion de metales, se busc evaluar la influencia
de los diferentes niveles de contaminacién en la generacion de biomasa. Como variable
representativa del crecimiento de la planta se evalué la generacion de biomasa total, de
raiz y aérea de la planta. Los términos que tuvieron principal influencia en la variacién
de biomasa aérea y total fueron los términos lineales y cuadréticos de los factores Cr y Ni
en suelo. Sin embargo, es importante destacar que no hubo una buena correlacion de los
datos experimentales con los ajustes de regresion realizados para ninguna de las tres

variables analizadas, obteniéndose coeficientes de regresion muy bajos.

En la Figura 5.20 se muestra el ajuste para la generacion de biomasa aérea, que es
la variable principal implicada en el proceso de remocién de MP por fitoextraccién y la
que mejor ajuste exhibid. Los términos lineales de Ni y Cr tuvieron una influencia positiva
en la generacion de biomasa aérea (expresada en base seca), y los términos cuadraiticos
influyeron negativamente. De esta forma, valores bajos de Ni y Cr en suelo, promovieron
el crecimiento de N. alata hasta ciertos niveles, donde un incremento en los mismos
generd una inhibicién del crecimiento. En funcién de los valores p y los coeficientes de
regresion obtenidos, podria decirse que los efectos negativos del Cr, fueron mucho mas

significativos que los de Ni.

Por otro lado, para el caso de la generacion de biomasa de tejidos de raices, sélo fue

significativa la influencia del agregado de Cr al suelo, en forma negativa.
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Tabla 5.5. Coeficientes estimados y resultados de ANOVA para el ajuste de cada

respuesta
Término PS aéreo PS planta PS raiz
Modelo <0,0001 < 0,0001 0,0018
A-Pb NS NS NS
B-Cr 0,0073 0,0005 0,0018
C-Ni 0,0084 0,0656 NS
Pb x Cr NS NS NS
Pb x Ni NS NS NS
Cr x Ni NS NS NS
A2 NS NS NS
B? 0,0004 < 10,0080 NS
C? 0,0045 0,0410 NS
Falta de ajuste 0,2834 0,4098 0,6602
R? 0,4259 0,3720 0,1664
R? Ajustado 0,3808 0,3217 0,1510

MS
PS ereo (g—) = 1,277 + 0,01058 x Cr + 0,01063 X Ni —
planta
5.9
3,06 X 107% x Cr? — 2,37 x 1079 x Ni?
g MsS (5.10)

PS. (—) =3,001+4+0,0117 X Cr+ 0,0142 X Ni —
planta \ o lanta r !

4,213 x 1079 x Cr2 — 3,21 x 107 x Ni?
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gMS

—) =2,122-2,8015x 1079 x Cr (5.11)
planta

PSraiz (

5.4.6. Evaluacion de las respuestas a través del analisis de correlaciones y

componentes principales

En una primera instancia se aplicé un andlisis de correlaciones para evaluar si
existia una correlacion entre las diferentes variables observadas durante el experimento

(Tabla 5.6).

De dicho andlisis se puede destacar la dependencia entre pricticamente todas las
variables de crecimiento, donde un incremento, por ejemplo, de la biomasa aérea, tuvo

aparejado un incremento de los tejidos radiculares y en al area foliar total de la planta.

Otro aspecto para destacar es la fuerte dependencia de la cantidad de cromo extraido
con las variables de crecimiento (coeficientes entre 0,6 y 0,9), mis que con la
concentracion de cromo en el suelo. Esto podria tener relacion con la baja acumulacion
de Cr en los tejidos aéreos para todos los tratamientos en forma indistinta, lo que provoco
que la mayor influencia en el proceso de extraccion de Cr estuviera relacionada con la
capacidad de generacion de biomasa por parte de la planta ante las distintas condiciones

de contaminacion.

Del anidlisis de correlacion entre las respuestas bioquimicas al momento de la
cosecha, se observd una correlacion entre el contenido de MDA y de la actividad de

peroxidasa de guayacol (coeficiente de 0,6).

144



Capitulo 5. Evaluacién de la fitorremediacién de lodos bajo distintas cargas contaminantes de metales pesados

Tabla 5.6. Matriz de correlaciones entre diferentes variables de la planta

H L PF PF Clor. Pb Cr Ni Pb Cr Ni Pb Cr Ni
N tallo raiz R aéreo AF - CAT GPX Tot. MDA AST PST aer. aer. aer. R R R ext. ext. ext.
N 1,0 02 02 03 04 04 -02 -02 -0,1 02 -03 -01 -01 -02 0,1 -02 -0,2 00 00 03 0,1

Htlo 02 10 04 06 06 05 02 01 01 00 -00 -01 00 01 02 01 00 02 03 06 03

L raiz 02 04 10 02 02 02 -02 -02 00 -00 -01 -01 00 O1 03 -01 -03 03 02 03 03

PFR 03 06 02 10 08 08 -02 -0 01 02 -04 -01 00 02 02 00 -00 01 04 08 04

PF aéreo 04 06 02 08 10 09 -01 -02 -001 03 -03 -01 01 02 02 -01 -02 01 04 09 04

AF 04 05 02 o8 09 10 -02 -02 01 02 -04 02 01 02 O1 01 00 01 OS5 08 03

CAT -02 -02 02 -02 -001 -02 10 oO1 -01 O3 04 O3 -01 -02 -03 -02 -01 -03 -02 -02 -02

GPX -02 01 02 -00 -02 -02 01 10 02 06 00 02 00O 02 -0 O1 01 00 -0,1 -0,1 -0,1

Clor. Tot. -0,1 01 00 -00 01 -01 -0 02 10 01 00 02 00 00 04 01 01 04 00 00 03

MDA 02 00 -01 02 03 02 03 06 01 10 -06 00 02 00 O1 02 03 00 02 02 01

AST -03 -01 01 -04 -03 -04 04 00O OO 06 10 02 -01 -02 -0,1 -0,1 -01 -0,1 -0,2 -04 -0,1

PST -1 -01 01 -001 -01 -02 03 02 02 00 02 10 -01 00 01 -01 01 0,1 -02 -0,1 0,1

Pbaer. -01 00 00 00 -01 01 -001 00 00O 02 -00 -01 10 O1 -02 09 03 -02 08 -0,1 -02

Craer. 02 01 01 02 02 02 -02 02 00 00 -02 00 01 10 04 01 04 04 02 05 04

Ni aer. 01 02 03 02 02 01 -03 -01 04 01 -0 O1 -02 04 10 -01 00 1,0 00 04 09

PbR -02 01 01 00 -01 O1 -02 01 O1 02 -0 -01 09 01 -01 10 06 -01 0,7 -0,1 -0,

CrR -02 00 03 -00 -02 00 -00 O1 O1 03 -01 O1 03 04 00 06 10 01 02 00 0,0

Ni R 00 02 03 01 01 01 -03 00 04 00 -01 O1 -02 04 10 -01 01 1,0 00 04 09

Pbext. 00 03 02 04 04 05 -02 -00 00 02 -02 -02 08 02 00 07 02 00 1,0 04 0,1

Crext. 03 06 03 08 09 08 -02 -00 00 02 -04 -001 -01 05 04 -01 00 04 04 10 0,6

Ni ext. 01 03 03 04 04 03 -02 -001 03 01 -001 O1 -02 04 09 -01 00 09 01 06 1,0

*aer.: aéreo; R: en/de raices; ext.: Extraido a través de los tejidos aéreos; Clor. Tot.: clorofilas totales; PF: peso fresco; H: Altura, L: Longitud; AF: area foliar
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Debido a la cantidad de tratamientos, se representaron en forma diferenciada
distintos conjuntos de grupos, con el fin de poder evaluar la separacién o no entre grupos,

y la influencia de las distintas variables en estas separaciones.

A priori, no se logré observar separaciones entre grupos pertenecientes a distintos
tratamientos. Sin embargo, al identificar cada punto muestral en funcién de la suma total
de los agregados individuales de MP, pudo distinguirse una separacion entre estos grupos.
En la Figura 5.21 se representa el andlisis de componentes principales para todos los
grupos, diferenciandolos en funcién de la cantidad total de metal agregado al sustrato al
inicio del experimento, sin diferenciar el tipo de metal. Por consiguiente, los puntos
experimentales se dividen en cuatro grandes grupos, con un agregado total de 0, 150, 450

y 750 mg kg'! de metales pesados.

Como se puede observar en Figura 5.21, la grafica muestra una separacion de estos
grupos en la direccién de la segunda componente principal, que explica un 13,8% de la

varianza.

En cuanto a las variables que explican la variabilidad en la segunda componente, se
encuentran todas las respuestas relacionadas a la concentracion de metal extraido, a
excepcion del cromo (Figura 5.22). Esto podria explicar que, en general, estas variables
tuvieron un incremento no sélo respecto al metal evaluado en el suelo, sino que respecto
a la concentracion total de metales en el suelo. La dependencia negativa de los factores
de translocacion estaria indicando que la influencia de la cantidad de metales total en el
suelo es mayor en los tejidos de raices que en la parte aérea, a la vez que existe una
dependencia positiva con la concentracion de metales en los tejidos. Por otro lado, si se
observa una contribucién importante a la componente 2 del contenido de pigmentos
fotosintéticos, indicando que esta variable se vio especialmente influenciada por la
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cantidad de metal en los sustratos (Figura 5.23). Otros autores explican la reduccion del
proceso fotosintético por la disminucién del contenido de clorofilas en plantas expuestas
a MP (Khan et al, 2020b). En nuestro caso, si bien a nivel de tratamiento individual s6lo
se observo un efecto claro para el tratamiento "J" con un alto nivel de cromo en el medio
de crecimiento, del andlisis de correlaciones y ACP, se podria inferir que el incremento

conjunto de MP podria tener efectos negativos en su concentracion en hojas.

A su vez, la actividad GPX tuvo una contribucién positiva a la segunda componente
principal, pudiendo relacionar su incremento a un mayor grado de contaminacion, que
coincide en una correlacion con el incremento de contenido de MDA, como posible

resultado del dafio intracelular de la peroxidacion lipidica.
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el 4
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4 4 |
" Concentracion total de MP
X 6t
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Figura 5.21. Analisis de la separacion de grupos en funcion de la cantidad total de
metales agregados: negro 0, azul: 150, rojo: 450, verde 750 mg kg1
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Figura 5.23. Incidencia en las componentes principales de las variables
bioquimicas y relacionadas al estrés en la planta

5.4.7. Comparacion del tratamiento del punto central frente a controles

A fin de evaluar la influencia de la incorporacién de lodo y de la adicién de

contaminantes en forma artificial se compararon los distintos controles frente al
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tratamiento A, que representaba el punto central del disefio experimental propuesto. Los
resultados se sometieron a un analisis ANOVA de un factor, con un nivel de confianza
del 95%, y se aplicé el test de Tukey para realizar comparaciones multiples con el fin de

evaluar si existian diferencias estadisticamente significativas entre los distintos

tratamientos.
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Figura 5.24. Comparacion de variables de crecimiento en sustratos del punto
central “A” contra los distintos controles

La incorporaciéon de lodo a los sustratos, en concordancia con los resultados
obtenidos en experiencias anteriores donde se evaluaron las respuestas frente a diferentes
niveles de enmienda (Capitulo 4 y Abrile et al., 2021), generé un mayor rendimiento de
biomasa vegetal (Figura 5.24). En el Anexo I se ilustra un ejemplar de cada tratamiento
previo a la cosecha (Figura A.L3.). Este crecimiento, asociado a una mayor

concentracion de metales en los tejidos vegetales aéreos, resultaria en una mejoria en la

cantidad de MP finalmente extraidos del suelo. A la vez, el rendimiento de biomasa
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también fue mayor en los tratamientos contaminados artificialmente (A y P), respecto a

los no contaminados (O y N), aunque el efecto del lodo fue més significativo.

Los metales agregados artificialmente se incorporaron en forma de sales, aportando
elementos aprovechables por las plantas como nitrégeno y azufre. Por lo tanto, el
agregado de estos elementos podria ser un factor en parte condicionante para la mejora
en el crecimiento en los tratamientos A y P, en contraste con lo sucedido en O y N,
respectivamente, aunque el aporte de nitrégeno, por ejemplo, es muy inferior en estos
casos respecto a lo que representa el agregado del lodo en el sustrato (aproximadamente
0,01% frente 0,6%). Chandrasekhar y Ray (2019) informaron que Eclipta prostrata L.
gener0 mas biomasa ante el incremento de Pb en los sustratos discutiendo que, si bien
podia deberse al aumento en el suministro de N debido a su agregado como Pb (NO3)2,
tambien era un indicador de su tolerancia a este metal. En nuestro caso, el incremento en
la biomasa podria ser un indicador de la tolerancia o el potencial de N. alata para
sobrevivir en medios contaminados con estos tres metales. Sin embargo, el efecto positivo
del agregado de metales al sustrato podria estar principalmente relacionado al agregado
de Ni al medio, ya que el mismo también participa positivamente junto a otros metales
esenciales en una serie de procesos bioldgicos, como parte de las proteinas
transportadoras de electrones y como cofactores de numerosas enzimas (Sarwar et al.,

2017).

Un comportamiento similar sucedié con el drea foliar total de la planta (Figura
5.25). Respecto a las clorofilas no se observaron diferencias significativas entre estos

cuatro tratamientos.
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Figura 5.25. Comparacion de los resultados de area foliar en plantas desarrolladas
en sustratos del punto central “A” contra los distintos controles

Si bien a nivel rendimiento de biomasa, 4rea foliar y otros pardmetros de
crecimiento las plantas exhibieron mejor comportamiento en los tratamientos
enmendados, los pardmetros bioquimicos evaluados expresarian sintomas de estrés y
respuestas asociadas a mecanismos de proteccion frentes a condiciones de estrés abidtico.
El contenido de MDA, uno de los productos principales derivados de la peroxidacién
lipidica, se vio incrementado en las plantas que correspondieron a los tratamientos
enmendados (Figura 5.26). A su vez su contenido también fue mayor en los tratamientos
contaminados artificialmente respecto a los que no, aunque en este caso no de forma

estadisticamente significativa.

De la misma forma, tanto la actividad enzimatica de catalasa (CAT) como la
peroxidasa de guayacol (GPX) fueron mayores en los tratamientos enmendados, lo que
mostrd una respuesta de mecanismos antioxidantes frente a las condiciones de estrés

impuestas (Figura 5.27).
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Figura 5.26. Comparacion de los resultados del contenido de MDA en plantas

desarrolladas en sustratos del punto central “A” contra los distintos controles
En condiciones de estrés, la sintesis de enzimas antioxidantes puede incrementarse
como respuesta de proteccion y cuando las condiciones son muy perjudiciales para la
planta, la actividad enzimdtica puede inhibirse o reducirse. De esta forma, si bien se
observaron sintomas de estrés, las condiciones no llegaron a ser lo suficientemente

adversas como para inhibir los mecanismos antioxidantes.
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Figura 5.27. Comparacion de las actividades enzimaticas en plantas desarrolladas
en sustratos del punto central “A” contra los distintos controles

En cuanto a la remocidn de metales, tanto el contenido de Ni como de Pb resultaron
superiores en los tejidos aéreos y de raices en los tratamiento enmendados con lodo,
cuando estos fueron contaminados artificialmente (A frente a P) (Figura 5.28 y Figura
5.29). Esto podria ayudar a explicar mejor las condiciones de estrés observadas
anteriormente en el tratamiento A respecto del tratamiento P, como un mayor contenido
de MDA y actividades enzimaticas superiores en las plantas cultivadas en sustratos con
lodo. Si bien estas diferencias podrian deberse a la presencia del lodo en particular,
también podria estar relacionado a la mayor acumulacién de Ni y Pb observada en sus
tejidos vegetales. Khan et al. (2019) reportaron que una mayor concentracién de metales
en los tejidos de N.alata indujo a un incremento en los niveles de MDA y de actividades
enzimaticas de catalasa y de peroxidasa de guayacol. Amari et al. (2017) sostiene que el

Cd, Ni y Pb afectan negativamente la funcionalidad de la membrana e inducen la
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peroxidacioén lipidica, con aumentos en la produccién de MDA como biomarcador de este

proceso.

Los resultados expuestos respecto a la acumulacion diferencial entre las plantas
cultivadas en suelos enmendados (A) y en los sin enmendar (P), junto con los mayores
rendimientos en biomasa observados en los primeros, muestran que el agregado de LR
como enmienda permitiria una mayor extraccion de los MP estudiados, no sélo por una
concentracion incrementada en sus tejidos sino también, por la promocion de un mayor
crecimiento. Esto concuerda con lo informado por otros autores, quienes reportaron que
la adicion de diferentes fuentes de materia orgdnica influia positivamente en la extraccion
de metales a través de los tejidos vegetales (Aihemaiti et al., 2018; Beesley et al., 2010;
Schwab et al., 2007).
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Figura 5.28. Comparacion del contenido de MP en tejidos aéreos de plantas del
tratamiento “A” contra los distintos controles
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Figura 5.29. Comparacion del contenido de MP en raices de plantas del
tratamiento “A” contra los distintos controles

Por otro lado, es importante destacar que, si bien corresponden a un mismo
agregado de metales, la concentracion final de metales al inicio del experimento es
diferente, ya que depende de la carga contaminante del lodo y suelo (Tabla A.L.1. ). Por
este motivo, es importante evaluar el FBC, que relaciona la concentracion de metales en
los tejidos respecto a la concentracion de MP en los suelos. Los resultados de esta variable
para el tratamiento A y los controles (Figura 5.30) muestran que, efectivamente, la
capacidad de absorber y traslocar Pb y Ni fue superior en el tratamiento enmendado, A
(agregado de LR+contaminacion), respecto a P (contaminado pero sin LR). Lo observado
difiere en cuanto al comportamiento en la absorcion de Cr, donde el FBC del tratamiento
con enmienda y agregado de MP (A), fue menor al tratamiento sin enmienda (P) en forma
estadisticamente significativa. Como se discutié en anteriores apartados, otros autores
informaron al Cr como uno de los metales con menor movilidad en los suelos en

comparacion con Pb y Ni (Amari et al., 2017). Por otro lado, esta movilidad pudo haber
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sido disminuida aun mds en estos tratamientos por el aporte de materia orgdnica a través
del agregado de enmienda. Con su incorporacion, se podria inducir a cambios en su estado
de oxidacion, a la formacién de complejos con compuestos orgdnicos y su adsorcién a la
superficie de particulas del sustrato, disminuyendo su movilidad y su biodisponibilidad

(Chu et al., 2018; Deng et al., 2023).
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Figura 5.30. Comparacion del FBC de plantas del tratamiento “A” contra los
distintos controles

5.4.8. Evolucion de la biomasa vegetal y el contenido de MP en los tejidos a través

del tiempo

La evolucién de generaciéon de biomasa de N. alata se puede visualizar en las
Figuras 5.31 a 5.32. Como se observa, el crecimiento de N. alata en el tratamiento A
(20% de LR y agregado de Pb=150, Cr=150 y Ni=150 mg kg™! correspondiendo al punto
central), se produjo hasta la cosecha del dia 58, llegando a valores de tejido aéreo por

encima de los 50 g planta™!, para luego permanecer en valores relativamente constantes
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hasta el dia 85 (Figura 5.31). Por otro lado, cuando se analiz6 la evolucién de las plantas
cultivadas bajo el tratamiento P (0% de LR y agregado de Pb=150, Cr=150 y Ni=150 mg
kg1, los valores de peso aéreo alcanzados fueron menores (aproximadamente la mitad),
y la biomasa mdxima se alcanzé en la cosecha de los 26 dias, no encontrandose

diferencias entre los muestreos a la 4ta y 8va semana.
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Figura 5.31. Evolucion de la biomasa aérea en peso fresco de las plantas en los
tratamientos A y P
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Figura 5.32. Evolucion de la biomasa total en peso fresco de las plantas en los
tratamientos A y P
Por otro lado, en las diferentes cosechas, se realizaron determinaciones de los MP
en los tejidos vegetales, tal como se ilustra en las Figuras 5.33 y 5.34. Como se observa
en las mismas, la concentracion de metales pesados presenté variaciones a través del

tiempo en los diferentes tejidos.

Cabe aclarar que, debido al poco material vegetal generado por las plantas en los
tiempos intermedios de cosecha, el mismo se unificé en una sola muestra para cada
tiempo y se realiz6 una tnica medida de concentracion. Por otro lado, las concentraciones
representadas como iguales a cero corresponden a determinaciones donde los resultados

fueron menores a los limites de deteccion de la técnica aplicada.

En general, la concentracién de MP en los tejidos aéreos aumenté hasta los 40 dias,
para luego estabilizarse en valores relativamente constantes. Cabe resaltar que las

concentraciones representan ejemplares diferentes, ya que las plantas fueron cosechadas
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en forma completa para cada determinacidn, encontrandose importantes dispersiones en

los resultados.
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Por otro lado, al tratarse de plantas germinadas previamente en sustratos diferentes,

el tiempo “cero” hace referencia al momento de trasplante, por lo que la concentracién
inicial de cada uno de los metales, asi como la biomasa de las plantas a ese tiempo,
corresponden a las condiciones en las que se encontraban al momento del trasplante, post
crecimiento en semilleros de sustrato comercial. Se puede observar que en los tejidos

aéreos y de raices, se detectaron niveles de Pb, a diferencia del Cr y Ni.

5.5. Conclusiones

La presencia de metales en concentraciones variables hace que la evaluacién del
proceso de fitorremediacion requiera de la contemplacién de estos posibles escenarios
diferentes. En los experimentos desarrollados durante este capitulo se busc evaluar la
capacidad de fitorremediacién de N. alata en suelos enmendados con lodos de relleno
sanitario, ante distintos escenarios de contaminacién por los principales metales pesados

encontrados en el efluente (Pb, Cr y Ni).

De las respuestas evaluadas se pudo observar que las variables relacionadas a la
extraccion de metales estuvieron intimamente relacionadas a la concentracién de metal
en el suelo. Se observaron efectos de interaccion entre estos diferentes contaminantes,
resaltando la importancia de su evaluacién en conjunto, y no mediante andlisis
unidimensionales, muy presentes en la gran mayoria de los trabajos de la bibliografia

relevada.

De los andlisis de acumulaciéon en los diferentes tejidos y de los factores de
bioconcentracion, que permiten tener en consideracion el contenido de metales en el suelo

a la hora de realizar interpretaciones, se podria indicar que, en general, Nicotiana alata
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L. tuvo mayor afinidad para extraer y translocar Ni en sus tejidos, seguido por el Pb y por
ultimo Cr. Estas diferencias podrian estar relacionadas con determinadas funciones
bioldgicas que efectivamente cumple el Ni en las plantas haciendo que exista cierta
preferencia por su absorcién. Ademads, esto podria estar también influenciado por la
movilidad de cada uno de los metales en los suelos, reportindose en diferentes

publicaciones que dicho movimiento en sustratos generalmente es Ni>Pb>Cr.

Por otra parte, también se puede resaltar la fuerte influencia de los distintos niveles
de contaminacién en el desarrollo vegetal, en particular el contenido de Cr y Ni, afectando
principalmente a la biomasa aérea, relacionada a la capacidad de fitoextraccion de la

planta.

Los resultados expuestos respecto a la acumulacion diferencial de MP entre los
tratamientos correspondientes a suelos enmendado (A) y los sin enmendar (P), junto con
los mayores rendimientos en biomasa observados en los tratamientos con enmienda,
muestran que el agregado de LR como enmienda permitiria una mayor extraccién de los
MP estudiados, no s6lo por una concentraciéon mejorada en sus tejidos sino también, por

la promocién de un mayor crecimiento.

Los resultados de las diferentes cosechas mostraron un crecimiento sostenido hasta
el dia 60, y una variacion en la acumulacion de MP en los tejidos hasta el dia 40. Por otro
lado, se pudo observar una evolucion diferencial entre las plantas que crecieron en el

tratamiento con enmienda, respecto al suelo solo.
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Capitulo 6. Analisis del proceso de fitoextraccion de Pb, Cr y
Ni de Nicotiana alata L. en suelos enmendados

6.1. Introduccion

El propésito del modelado es predecir la transferencia de contaminantes del suelo

a las plantas (Pedron et al., 2017).

Durante el ciclo de vida de las plantas, existen distintas fases de crecimiento. En
gran parte de los casos, se pueden distinguir tres fases: de aceleraciéon temprana o
crecimiento exponencial, fase lineal y fase de saturacion para la maduraciéon o de

senescencia.

Como se describi6 en capitulos anteriores, la fitoextraccion de metales pesados en
suelos no s6lo depende de la capacidad de la planta de bioacumularlos en sus tejidos, sino
también de su rendimiento en biomasa en las condiciones de contaminacién. Es por ello
que el estudio de la generacion de biomasa resulta una componente clave en la evaluacién

de la fitoextraccion de MP.

Zhao et al. (2019) desarrollaron un modelo sigmoide para describir la absorcion de
metales pesados, utilizando el factor de bioconcentracién (FBC) de las plantas, la tasa de
generacion de biomasa y la concentracién de metales pesados en el suelo. Este estudio se
basé en la hipdtesis tedrica de que la masa de metales pesados extraidos por planta es
proporcional a la biomasa de la misma y, por lo tanto, la acumulacion de metales pesados
puede predecirse combinando la funcién de crecimiento sigmoide y el factor de

bioacumulacién. Los autores demostraron que el modelo fue dtil en la prediccién de la
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absorcion de metales en girasoles cultivados en suelos contaminados con Cd, Ni, Pb y

Zn.

Por otro lado, la velocidad de una reaccion quimica puede proporcionar
informacién importante sobre el mecanismo y el comportamiento en el que se producen
las interacciones bioldgicas en los sistemas vivos (Emiliani et al., 2020). Yaashikaa et al.
(2019) evaluaron tres modelos cinéticos en la remocién de cromo mediante el cultivo de
sorgo bicolor. Los modelos evaluados fueron de pseudo primer orden, pseudo segundo
orden y el modelo cinético de Elovich, presentados con anterioridad en la seccién 2.5.6.
Se encontrd que todos los modelos describieron bien la captacion del metal, siendo el
modelo de pseudo segundo orden el que mejor represento los resultados en el tiempo.
Alaribe y Agamuthu (2019) estudiaron la remediacion de suelos contaminados con
distintas concentraciones de plomo (adicionado artificialmente) y suplementados con

distintas enmiendas, ajustando un modelo cinético de primer orden.

En el equilibrio, los modelos lineales de factores de bioconcentracion y
translocacién son ampliamente utilizados en los estudios de la remocién de metales a
través de la fitorremediaciéon. Sin embargo, no permiten incorporar la influencia de
diferentes concentraciones de metales en suelo que si ejercen un efecto en las respuestas.
La expresion matemadtica del modelo de Freundlich desarrollado para fenémenos de
adsorcion se ha utilizado para evaluar la absorcidon de metales pesados por las plantas, en
suelos que presentan concentraciones de contaminantes significativamente diferentes
(Jaskulak et al., 2020; Pedron et al., 2017). Considera que la absorcién se da en forma no
lineal y tiene en cuenta las diferencias entre las especies de plantas, lo que ayuda durante
el proceso de seleccion de las especies mds adecuadas para un drea determinada. Al

mismo tiempo, es un modelo matemdtico simple, haciendo su implementacion a escala
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real facil de aplicar (Jaskulak et al., 2020; Yaashikaa et al., 2019). En el proceso evaluado
mediante la fitorremediacidn, la captacién del MP involucra un organismo vivo con un
mecanismo fisioldgico de transporte de contaminantes, que depende por ejemplo del tipo
de planta. Por lo tanto, la ecuacién de tipo Freundlich puede usarse como una herramienta
operativa para planificar la fitorremediacion, sin atribuir significacién termodindmica a
los parametros del modelo, usdndolos exclusivamente para una indicacién de la
aplicabilidad de la fitorremediacion en las condiciones especificas del sitio contaminado

bajo examinacion (Pedron et al., 2017).

6.2. Objetivos

Uno de los objetivos del presente capitulo fue ajustar un modelo que represente los
cambios en la acumulacién de metales pesados en plantas de Nicotiana alata L. a través
del tiempo, desde su trasplante hasta la cosecha. Para ello se propuso desarrollar un
modelo matematico de absorcién de metales pesados que considere los cambios en la
generacion de biomasa a través de una funcién sigmoide y la acumulacién de metales

pesados en los tejidos cosechables de la planta en el tiempo.

Por otro lado, en funcién de los resultados obtenidos siguiendo el primer objetivo y
de las relaciones observadas en el capitulo anterior ante distintos escenarios de
contaminacion, se buscé integrar en un modelo las distintas expresiones halladas para asi
representar la extraccion de Pb, Cr y Ni bajo diferentes niveles de concentracion de metal
en suelo, considerando la variacién individual y conjunta de los MP en el suelo. La
bisqueda de la expresion del proceso de acumulacién de MP considerando la variacién

individual de cada metal se llevd a cabo a través del ajuste del modelo matemético de
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Freundlich. Cabe aclarar que esta expresion matematica fue desarrollada para procesos
de adsorcién y en este caso so6lo se aplica como modelo matemdtico, ya que se estdn
estudiando procesos de absorcién y no se estdn considerando fenémenos superficiales.
Por ese motivo, de ahora en mds serd nombrado como modelo “tipo” Freundlich. Estos
andlisis se llevaron a cabo a fin de evaluar si la extracciéon de cada metal dependia
unicamente de su concentracién en el sustrato y se podia efectivamente independizar del
contenido de los otros dos metales. Finalmente, se ajustaron modelos de extraccion de
Pb, Cr y Ni que contemplaran el contenido de los tres metales en conjunto, incorporando
los términos significativos que se identificaron en los andlisis estadisticos del Capitulo

S.

6.3. Metodologia experimental

De los modelos provistos por la bibliografia, y los resultados observados de la
experiencia de contaminacién (Capitulo 5) se formularon expresiones que pudieran
representar la evolucién de la extraccion de metales por Nicotiana alata L. en el tiempo,

y bajo diferentes niveles de contaminacidn, en las condiciones experimentales estudiadas.

6.3.1. Evaluacion temporal de la extraccion de MP por Nicotiana alata L.

Como se discutié anteriormente, algunos autores proponen integrar modelos de

captacion de metal, con el de crecimiento vegetal.

Como se presentd en el seccidn 2.5.5. Zhao et al. (2019) desarrollaron un modelo
simple, relacionando la absorcién de metales pesados a través del factor de

bioconcentracion (FBC) de las plantas, la concentracion en el suelo y un modelo de
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generacién de biomasa utilizando una funcién sigmoide. La funcién sigmoide que

representé el crecimiento de biomasa se indica a continuacién en la Ec. (6.1).

Mmax
y _ 6.1
planta 1 + e—km(t—tosm) “b

Con el objetivo de obtener la expresion para el crecimiento en biomasa de N. alata,
los resultados correspondientes al peso (g) de biomasa total y aéreo, se ajustaron al
modelo de tipo sigmoide presentado a fin de caracterizar mateméticamente su evolucién
temporal, como insumo para hallar una expresion que caracterice la extraccién de MP por
parte de N. alata en el tiempo. Los pardmetros se hallaron aplicando el método de ajuste
por minimos cuadrados mediante el algoritmo de Levenberg-Marquardt utilizando el

software Origin (version 2019).

La funcién finalmente aplicada por Zhao et al. (2019) para estudiar la remocién de
metales en el tiempo, resultado de combinar una prediccion del crecimiento de biomasa

junto con el FBC se indica en la siguiente expresion, ya presentada con anterioridad (2.6):

Mmax
1 + e—km(t—tosm)

Myp pranta = X Cymp suelo X FBCyp

Donde Myppignta €8 la cantidad de metal extraido por la planta (mg seco),
Cmp,suelo€S la concentracion del metal en el suelo (mg kg!), FBCyp es el factor de
bioconcentracion que relaciona la concentracion del metal en la planta y en el suelo, My, 4,
es la biomasa maxima generada por la planta, k), es una constante que determina la
curvatura del patron de crecimiento sigmoide, t es el tiempo de crecimiento y tg 5 €s el

tiempo en el que la tasa de crecimiento alcanza la mitad del valor médximo.

Sin embargo, esta expresion considera que la extraccion de metal en el tiempo sélo

se modifica en funcién de las variaciones de biomasa, y considera la concentracion de
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metal en los tejidos, constante e independiente del tiempo. Como se observo en el capitulo
anterior, el contenido de metales pesados presentd variaciones en los tejidos en las
diferentes cosechas. Por este motivo, se consider6 que la expresién anterior no era
adecuada para representar la extraccion de metal en el tiempo, y se procedié a un andlisis

cinético de los mismos, aplicando los modelos relevados en la bibliograffa.

Como se discutié anteriormente, algunos autores han ajustado modelos de pseudo
primer orden, pseudo segundo orden y el modelo cinético de Elovich, cuyas expresiones

ya fueron presentadas con anterioridad en la seccién 2.5.6 y se transcriben a continuacion:

Modelo de pseudo primer orden: q; = q.(1 — exp(—kt))

qe kst
1+qekyt

Modelo de pseudo Segundo orden: q; =

Modelo cinético de Elovich: q; = (1 + Bg) In(1 + agfgt)

Donde g, es concentraciéon de metal en la planta en el equilibrio, g, es la
concentracion de metal en la planta al tiempo t, ¢ es el tiempo, k; es la constante de
velocidad cinética de pseudo primer orden, k, es la constante de velocidad de pseudo

segundo orden, aj es la tasa de sorcion inicial del MP y B es la constante de desorcion.

Cabe mencionar, que estos modelos ignoran la posibilidad de que en los tejidos
exista una concentracion preexistente al experimento de contaminacién. Como en el
presente estudio las plantas fueron trasplantadas desde un primer sustrato comercial, las
ecuaciones fueron modificadas de la siguiente manera, incorporando un término que

represente la posible concentracién inicial de MP en la planta:

Modelo de pseudo primer orden modificado: q; = qg + qin (1 — exp(—k t)) 6.2)
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- L Qine’kt
Modelo de pseudo Segundo orden modificado: q; = qq + Tramo k¢ (6.3)

Donde g;, . es el incremento en la concentracién de MP en las condiciones de equilibrio,

respecto a la condicién inicial. Es decir, cuando t corresponde al tiempo en que se alcanzan las

condiciones de equilibrio:
At = qo t Gine

Modelo cinético de Elovich modificado: q; = q¢ + (1 + Bg) In(1 + azBgt) 6.4)

De esta forma, se evalu6 la concentracion de MP en los tejidos vegetales, con el fin
de expresar su evolucién mediante una funcién, que conjuntamente con la de crecimiento,
permitiera formular las ecuaciones de extracciéon de Pb, Cr y Ni. Con este objetivo, se
evaluaron los distintos modelos descriptos anteriormente, ajustando los datos de
concentracion de metal en los tejidos aéreos a cada una de las expresiones presentadas

anteriormente, aplicando el método del algoritmo de Levenberg-Marquardt.

Finalmente, se buscd integrar ambas funciones en una unica, que expresara la

extraccion de metales durante el tiempo de crecimiento, en las condiciones evaluadas.

6.3.2. Estudio individual de la extraccion de MP por Nicotiana alata L. en el

equilibrio

La variacion en los valores de FBC observados para los distintos tratamientos
(Figura 5.14- Figura 5.16) podrian expresar la necesidad de evaluar la concentracién de
MP en los tejidos vegetales como funcidn no lineal de su contenido en suelo, aplicando
modelos, como se describid anteriormente no lineales como el modelo tipo Freundlich,

que contemple la absorcion de metales pesados en suelos que presentan concentraciones
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de contaminantes significativamente diferentes (Jaskulak et al., 2020; Pedron et al.,

2017).

El modelo podia ser descripto siguiendo la ecuacién (2.5) presentada en el Capitulo

1
ge = Con XK

Su forma lineal se representa de la siguiente forma:

Log q, = %Log C, + LogK
(6.5)
En la ecuacion tipo Freundlich, K puede considerarse como la capacidad de sorcion
(una K mayor indica una capacidad incrementada), mientras que el valor de 1 / n es
indicativo de la fuerza de sorcion (Alaribe y Agamuthu, 2019; Pedron et al., 2017). Los
valores mds grandes de n implican fuertes interacciones entre sorbentes e iones metalicos

(Alaribe y Agamuthu, 2019).

El modelo descripto se ajustd a los datos experimentales de Pb, Cr y Ni en los
tejidos vegetales en funcién del contenido de cada uno de ellos en el suelo, aplicando el
método de ajuste por minimos cuadrados mediante el algoritmo de Levenberg-Marquardt.
Cabe aclarar que, como se indic anteriormente, estas expresiones s6lo se aplican a nivel
matemadtico, ya que no es correcto atribuir significados termodindmicos al proceso, siendo

que no se estan evaluando procesos de adsorcidn.
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6.3.3. Estudio de la extraccion conjunta de los diferentes MP por Nicotiana alata

L.

A partir de lo desarrollado en los apartados anteriores y en conjunto con lo
observado en el Capitulo 5 respecto a los términos de importancia en la extraccion de
cada uno de los metales, se planteé una modificacion de las expresiones anteriores a fin
de integrarlas en una ecuacién que pudiera representar el comportamiento observado en

una Unica expresion para cada metal.

Los datos obtenidos para cada variable se ajustaron al modelo aplicando el método

de ajuste por minimos cuadrados mediante el algoritmo de Levenberg-Marquardt.

6.4. Resultados y discusion

6.4.1. Evolucion de la extraccion de metales en el tiempo

Los datos obtenidos de peso seco para cada una de las cosechas se ajustaron al
modelo sigmoide presentado en la ecuacién (6.1), aplicando el método de ajuste por
minimos cuadrados mediante el algoritmo de Levenberg-Marquardt. Este tratamiento de
datos se realiz6 tanto para la evolucion temporal de la biomasa total como de la parte
aérea, debido al interés en evaluar la extraccion de MP a través de estos tejidos. En la
Figura 6.1 y Figura 6.2, se representa la biomasa aérea y total de la planta en funcién
del tiempo, respectivamente, y la grafica del modelo sigmoide resultante del ajuste para
cada caso, segtin se indic6 anteriormente. En la Tabla 6.1 se indican los valores tomados
por los pardmetros para el ajuste que minimiz6 el error entre el modelo y los datos

experimentales, junto con los valores de R? y R? ajustado, para las variables evaluadas.
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Como se observa en la Tabla 6.1, se puede decir que los datos se ajustaron
adecuadamente al modelo de crecimiento sigmoide. Por otro lado, las constantes variaron
muy poco entre si cuando se realizaron los ajustes del modelo a la variable de biomasa
aérea y a la biomasa total, a excepcidn del pardmetro de biomasa mdxima que, como es
de esperar, fue superior en el ajuste de la biomasa total. Cabe destacar que el tiempo “0”
representa el momento del trasplante de N. alata a los sustratos de tratamiento, y que las
biomasas medidas corresponden a distintos ejemplares sometidos al mismo tratamiento,
ya que la medicién de biomasa seca y concentracion requirié de la cosecha total del
ejemplar. Los valores de kv fueron similares a los reportados por Zhao et al. (2019) para

plantas de girasol.

Tabla 6.1. Parametros de modelo sigmoide de crecimiento para Nicotiana alata L.

M, (g planta!) ky (d) ti/2,m (d) R? R? adj

PS aéreo A 4,42 +0,36 0,070,001 42,30+3,38 0,9062 0,8984

PS planta A 6,89 +£0,72 0,07+0,01 44,58+4,06 0,8616 0,8501
De esta forma, podriamos reescribir el modelo de crecimiento para las plantas

cultivadas en el tratamiento A, de la siguiente forma:

4,42 gplanta™?

Magrea(t) = 1 + e-0.07d~x(t(d)—42,30d)

6,89 g planta™?

Miorai(t) = 1 + - 0.07d-1x(t(d)~44,58d)

Como se indic6 anteriormente, con el objetivo de evaluar la extracciéon de MP en el
tiempo se buscé ajustar la evolucién de la concentraciéon de metales en los tejidos
vegetales. Los resultados del ajuste de los tres modelos anteriormente presentados con
sus modificaciones se ilustran en las Figuras 6.3, 6.4 y 6.5 junto con los datos
experimentales, los cuales ya habian sido presentados en la seccién 5.4.8. Los

correspondientes pardmetros de ajuste obtenidos se presentan en la Tabla 6.2.
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Figura 6.5. Ni en tejidos aéreos en el tiempo y modelos cinéticos de ajuste

Tabla 6.2. Parametros de los modelos cinéticos ajustados a los MP en tejidos aéreos

Modelo ler Orden Modelo 2do Orden  Modelo Elovich

Pb Cr Ni Pb Cr Ni Pb Cr Ni

qo(mgkgh 742 0,00 000 7,58 0,00 0,00 7,65 0,00 0,00
Gine (mgkg™) 17,49 8,13 50,49 19,09 11,34 53,26
k (dh 0,10 0,03 0,12 0,008 0,002 0,005

ag 16,77 0,08 2272
BE 1,37 1,86 2,89
R2 0,795 0,911 0,946 0,779 0,901 0,939 0,768 0,889 0,934

R?ad] 0,770 0,900 0,939 0,752 0,889 0,931 0,739 0,875 0,925

En todos los casos el modelo que mejor ajuste presentd fue el de primer orden
siendo, ademads, el de mas sencilla aplicacion, aunque las diferencias en los valores de los
parametros no fueron muy significativas. Los mejores resultados se obtuvieron en la
evaluacion del contenido de Ni en los tejidos aéreos. Como se observa en los parametros,
para el caso del Pb el pardmetro q, fue diferente de cero. Esto se debe, como fue

comentado en la seccién 5.4.8, a una concentraciéon de Pb en los tejidos de las plantulas
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preexistente al momento del trasplante en los sustratos del tratamiento, posiblemente
debido a la presencia de este metal en el medio de crecimiento utilizado en los semilleros

(valores no determinados).

De esta forma, asumiendo como modelo aplicable la cinética de primer orden en
los tres casos, y el modelo sigmoide de generacién de biomasa vegetal de los tejidos
aéreos, la expresion de extraccion de metales podria representarse de la siguiente forma
(Ec. (6.6)), considerando la biomasa aérea junto con la concentraciéon de MP en estos

tejidos, correspondientes a un tiempo determinado:

Mmax

1+ e km(t-tosm

MPext,planta =

5% (0 + Gine (1~ exp(~k 1)) (6.6)

Si consideramos que la concentracion inicial de cada metal en la planta es
despreciable respecto a la cantidad extraida en condiciones de equilibrio (vdlido en
nuestro caso sobre todo para el estudio de Cr y Ni), la concentracién de equilibrio
corresponde al incremento desde la situacion inicial hasta estas condiciones (g, = qine)-
Considerando el Factor de Bioconcentracion para la parte aérea, como la relacion entre la
concentracion de equilibrio en los tejidos aéreos de la planta y la concentracion de metal
pesado en suelo (q./Csyuel0), €ntonces la expresion anterior podria representarse de la

siguiente forma:

M
MPext,planta = _kmzltx_t ) X FBCygreo X CMP,suelo(l —exp(—k t)) (6.7)
1 4+ e Fem(t=tosm

Considerando el FBC,s.., obtenido para el ensayo del tratamiento A, y la
concentracion de MP en el suelo correspondiente, se graficaron los resultados de los
modelos obtenidos para cada caso, en conjunto con los datos experimentales medios

(Figura 6.6, Figura 6.7 y Figura 6.8).
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El modelo obtenido describe en forma aceptable la evolucion de la extraccion de
Pb y Ni a través de los tejidos aéreos, considerando las desviaciones experimentales. Sin
embargo, para el caso del Cr, el modelo sobreestima la cantidad de metal extraido por la
planta a través de los tejidos cuando se acerca al final del experimento o en las condiciones

de equilibrio.

6.4.2. Estudio individual de la extraccion de MP por Nicotiana alata L. en el
equilibrio

En las graficas (Figura 6.9 a Figura 6.17) se muestran los resultados del ajuste de

los modelos de captaciéon de metales de tipo Freundlich presentados con anterioridad, a

los resultados experimentales obtenidos para cada metal estudiado, en los distintos tejidos

de la planta (aéreo, radicular y biomasa total). En la Tabla 6.3 se presentan los pardmetros

de los modelos ajustados junto con los valores de R? correspondientes. Como puede
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observarse, los ajustes obtenidos para el modelo tipo Freundlich fueron, en general, muy
buenos para el caso de Pb y Ni en todos los tejidos (con valores de R* entre 0,838 y 0,955
y de 0,920 a 0,987, respectivamente). En el caso de Cr se obtuvo un resultado aceptable
cuando se evalué su contenido en raices y en la planta en forma completa (R>0,691). Sin
embargo, el modelo no es capaz de otorgar un buen ajuste para los tejidos aéreos (R?

<0,1), donde en general, no se observaron diferencias significativas entre los distintos

tratamientos.
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Algunos autores afirman que una ventaja de este tipo de modelos es que, aunque no
se puedan realizar interpretaciones termodindmicas relacionadas a los procesos de

adsorcion para los cuales fue concebido el modelo, si presentan un potencial para la
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interpretacion del proceso de fitoextraccidon. Krauss et al. (2002) y Pedron et al. (2017)
sugieren que los pardmetros del modelo se encuentran relacionados con la capacidad de
las plantas para regular el contenido de metales pesados en sus tejidos. Pedron et al.
(2017) concluyen que el pardmetro K estd relacionado directamente con la capacidad de
absorciéon de un metal por la planta, y que la misma puede depender del
acondicionamiento del medio (como el agregado de fosfato en el caso de dicha
investigacion). Por otro lado, el pardmetro n, podria interpretarse como un indice de la
capacidad de la planta para controlar la acumulacion de metal, y no estaria
particularmente afectado por el acondicionamiento del medio, sino que dependeria de la
especie vegetal considerada.

Tabla 6.3. Parametros del modelo tipo Freundlich linealizado ajustados al

contenido de MP en cada uno de los tratamientos

Analisis en planta  Analisis en parte aérea Analisis en raiz

Parametro Pb Cr Ni Pb Cr Ni Pb Cr Ni
K (kgV kgS)* 0,037 0,421 0,136 0,426 4,694 0,233 0,002 0,216 0,095
n 0,749 1,270 0,832 1,414 18,797 1,022 0,497 0,932 0,725
R? 0,955 0,691 0976 0,838 0,083 0,920 0,931 0,827 0,987

*kgV: kg de biomasa vegetal; kgS: kg de suelo

Si bien los valores de K fueron mayores para el Cr que para el resto de los MP en
todos los casos, también lo fue el valor del pardmetro n. Esto reflejarfa una alta afinidad
entre este metal y el sustrato, posiblemente favorecido por la incorporacién de materia
orgénica al suelo mediante el agregado de lodo, disminuyendo el movimiento del Cr hacia
los tejidos vegetales respecto a los otros metales (Alaribe y Agamuthu, 2019). Esto
concuerda con lo observado anteriormente mediante los FBC, donde se discuti6 sobre la

menor movilidad del Cr respecto al Pb y Ni.
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Por otro lado, se calcularon los pardmetros de ajuste del modelo tipo Freundlich
para la planta, separando los datos entre aquellos tratamientos que fueron suplementados
con lodo y los que no, a fin de evaluar su influencia en los mismos (Tabla 6.4). Como
puede observarse, la influencia de la aplicacion de lodo en el pardmetro n fue menor, en
términos relativos, que su influencia en el parametro K. Los valores del parametro K para
el caso del Pb en planta aumentaron con el agregado de lodo al sustrato. Para el caso de
Cr y Ni, ocurrié lo opuesto. Sin embargo, en ambos casos se observo a la vez una
variacion de n mas pronunciada respecto a K, disminuyendo en valor, lo cual indicaria un
decrecimiento en la afinidad del metal por el sustrato y promoviendo su migracion hacia
la planta. Esto se corresponderia con la mayor acumulacion de estos metales observada
experimentalmente en las plantas que crecieron en sustratos enmendados respecto a las
cultivadas en suelo sin lodo.

Tabla 6.4. Pardmetros ajustados al contenido de MP en planta de tratamientos con y sin

lodo

Tratamientos: 20% de lodo Sin agregado de lodo
Parametro Pb Cr Ni Pb Cr Ni

K 0,042 0,193 0,122 0,025 1,469 0,235

n 0,759 1,074 0,816 0,744 1,761 0,951

Finalmente, se puede destacar en la mayoria de las graficas una gran dispersion de
los puntos muestrales. Sin embargo, al identificar los puntos experimentales segin el
tratamiento al que pertenecen se consigue observar en muchos casos (se identificé
graficamente a través de circulos, varios grupos en las Figuras 6.11, 6.15 y 6.16) un
agrupamiento en funcién de los mismos (es decir, segin el agregado de los otros dos

metales). Esto podria indicar que existe una dependencia o interaccion entre la extraccion
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de cada metal con la presencia y grado de contaminacién de los otros dos metales, como

se evidencid en diferentes observaciones del Capitulo 5.

Por otro lado, observando las formas de las curvas puede verse que, tanto para el
Ni como para el Pb, las funciones adoptan una tendencia diferente a la tipica del modelo
de tipo Freundlich donde ocurre una saturacién del proceso de captacion de los
contaminantes. Esto podria deberse, sobre todo en aquellos casos donde el ajuste fue
aceptable y pueden realizarse interpretaciones, a que los limites de saturacion del sistema
no han sido estudiados, aspecto que también fue remarcado en la seccion 5.4.4. a partir
de los andlisis de superficie de respuesta. Posiblemente N. alata pueda ser expuesta a
concentraciones mads altas de Pb y Ni e incrementar los niveles de absorcion de estos

metales en sus tejidos vegetales.

6.4.3. Estudio de la extraccion conjunta de los diferentes MP por Nicotiana alata

L.

Como se discutié en la seccidon anterior, se puede destacar que existe una gran
dispersion de los puntos experimentales, sobre todo cuando se agrupan por nivel de
contaminacion considerando un metal a la vez. Més alld de las posibles diferencias
experimentales, esta dispersion puede deberse a que los puntos corresponden a
tratamientos diferentes donde la concentracién de los otros dos metales puede tener
influencia, aspecto que no es abarcado en el andlisis. Esto es reforzado por el estudio de
variacion de carga contaminante por metales pesados llevado a cabo en el Capitulo 5,
donde se observé una dependencia entre la concentracion de MP en los tejidos y de la

biomasa generada con la carga contaminante a un mismo tiempo evaluado (final del
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experimento). Estas influencias en conjunto con lo desarrollado anteriormente, se intentan

integrar en el andlisis que procede a continuacion.

Cuando el tiempo es grande, lo que implicaria que ha transcurrido el suficiente para
llegar a la concentracién de equilibrio en los tejidos vegetales y alcanzar la mixima
biomasa vegetal (aunque es importante recalcar que en este tipo de ensayos, un tiempo
mayor a los estudiados podria implicar la muerte vegetal, y los anélisis llevados a cabo
no serian vélidos), la ecuacién de extraccion presentada en los andlisis temporales (Ec.

(6.7)) se simplificaria a la siguiente forma:

MPext.,planta = Mmax X FBCaéreo X CMP,suelo

(6.8)
Donde MP,,; piantq €s la cantidad de metal extraido por planta (a través de los tejidos
aéreos), FBC 4, €5 €l factor de bioconcentracion aéreo y Cypsyuero €5 la concentracion del
metal en el suelo. Debido a que en el estudio de variacion de carga contaminante por
metales pesados (Capitulo 5) se observé una dependencia entre la concentracion de MP
en los tejidos y de la biomasa generada, con la carga contaminante de Pb, Cr y Ni, la
expresion se reescribe considerando a los parametros My, 4y, ¥ FBCyéreo, COMO términos
dependientes de estas condiciones experimentales, segin los términos significativos

vistos en cada analisis estadistico.

Mmax (f (Crsuelo' Nisuelo)) (69)

1 + e~F*m(t=tosm)

Pbextraido -

X FBCaéreo <f (Pbsuelo' Crsuelo' Nisuelo: Pbsuelo

X Crsuelo: Crsuelo X Nisuelo:z MPsuelo)) X Pbsuelo X (1 - exp(_k t))
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C ) _ Mmax (f(Crsuelo:Nisuelo)) (6 10)
Textraido = 1+ e—kM(t—to,s,M) .
X FBCaéreo (f (Crsuelo' Nisuelo: Pbsuelo X Crsuelo:z MPsuelo)>
X CTsyero X (1 — exp(—k t))
M C ,Ni
Niextraido — max (f( Tsuelo lsuelo)) (611)

1 + e~km(t=tosm)
X FBCaéreo <f (Pbsuelo: Nisuelo' Pbsuelo X Nisuelmz MPsuelo)>
X Nigyero X (1 —exp(=k t))

Al considerar la biomasa mixima y el factor de bioconcentracién de cada metal,
como una combinacioén lineal de la concentracion de metales en el suelo en funcién de
los términos significativos observados en los andlisis de ANOVA (secciones 5.4.4 a

5.4.6), las ecuaciones se pueden expresar nuevamente de las siguientes formas:

- 2 . 2
_ [mo + m; Crsuelo + mSNLsuelo + mzzcrsuelo + mSSleuelo ]

Pbextraido - 1 i e_kM(t_to,s,M) (612)
X [pO + plpbsuelo + pzcrsuelo + pBNisuelo + P12 Pbsuelo X Crsuelo
+ pZBCrsuelo X Nisuelo + pllpbsuela2 + pzzcrsuelo2 + p33Nisueloz]
X Pbsuelo X (1 - eXp(—ka t))
Crextraido — [mo + mzcrsuelo + maNisuelo + "lzzcrsuelo2 + m33Nisuel02] (613)

1 + e~km(t=tosm)

. 2 - 2
X [Czcrsuelo + C3leuelo + szcrsuelo + C33leuelo + Cq Z MPsuelo]

X Crsuelo X (1 - exp(_kCr t))
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. 2 . 2
. [mo + m; Crsuelo + mSleuelo + mzzcrsuelo + m33NLsuelo ]
Nigxtraido = (6 14)

1 + e km(t—tosm)
X [nO + nlpbsuelo + n, Crsuelo + n3Nisuelo + M3 Pbsuelo X Nisuelo

, 2 2 . 2
+ Ny3 Crsuelo X leuelo + N1 Pbsuelo + N2z Crsuelo + N33 leuelo

+ny Z MPsuelo] X Nigyero X (1 — exp(—ky; t))

Tomando como tiempo final los 58 dias (momento en el cual se cosecharon todos
los tratamientos), se procedié a realizar el ajuste de las expresiones a los datos
experimentales obtenidos previamente, utilizando los pardmetros cinéticos obtenidos del

ajuste correspondiente (tq 5y, km Y Kpo/ciniy).

Los parametros de cada una de las expresiones anteriores se variaron aplicando el
ajuste por minimos cuadrados mediante el algoritmo de Levenberg-Marquardt. Como
resultado de este ajuste a los datos experimentales, se definieron los parametros del

modelo como se indica en la Tabla 6.5.

Tabla 6.5. Parametros de los modelos de extraccion de MP ajustados

Maérea Pbextraido Crextraido Niextraido
kn 007  kpp 0,1 ker 0,03 Ky 0,12
tosm 423 Do 0,041 c,  3,8x10* ng 0,21
my 21767  p;  483x10* 5 4x107° ny 8,45x10°°

m: 00141 p,  95x10° ¢,  -1x10°  n,  49x10°
ms 0,0103 P3 9,5X10_6 C33 -7X10_8 ni3 S,SXIO_S
mz 41x10° p,  48x107 ¢, 9x10°  nmys  -121x10°

mss 24x10° prs  1x107 N,s  7,6x107
P11 -1,7x10° Nqq -3,9x107

Dy 9x10° Ny -6,5x107

D33 -1x10” N33 -5,5x107

n,  13x10°
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De los ajustes llevados a cabo se puede decir que en general se logré mostrar la

tendencia de los resultados experimentales bajo los modelos descriptos, aunque también
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existe una importante dispersion de los resultados experimentales. En general, la
extraccion de cada metal tuvo una fuerte dependencia con la concentracién del mismo en
el suelo, y los efectos del resto de los metales se pudo evidenciar sobre todo para el caso
de la extracciéon de Ni, donde la concentracién de Pb influy6é en forma significativa
disminuyendo el poder de extracciéon de Ni a mayores concentraciones de Pb. Por el
contrario, el contenido de Ni mostré una influencia aumentando la extracciéon de Cr,
posiblemente por sus efectos positivos en el crecimiento vegetal, que toman mayor
relevancia en la evaluacion del Cr ya que los niveles de extraccion obtenidos son, en

general, bajos.

Por otro lado, se podria decir que, en los niveles estudiados, se habria alcanzado la
capacidad maxima de extraccion por planta que se podria lograr para el caso Pb y Cr, ya
que en todas las superficies de respuesta se observa zonas de méximos dentro del rango
experimental. Por el contrario, se observa que, en el caso del Ni, los niveles extraidos
podrian ser aiun mayores, encontrindose los maximos en las fronteras del rango

experimental evaluado.

6.5. Estimacion de la extraccion de MP bajo un escenario de Co-

plantacion con Lolium perenne L.

Como se discutié anteriormente en la seccion 2.3.7 la presencia de varias especies
vegetales en conjunto no solo suele ser recurrente en los suelos silvestres, sino que puede
resultar en diferentes ventajas para el proceso de fitorremediacion, mejorando en muchos
casos el espectro de metales efectivamente absorbidos (ya que diferentes plantas pueden

acumular de manera preferencial ciertos MP), aumentando la resistencia y tolerancia a
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los contaminantes presentes en el suelo, mejorando el rendimiento de biomasa (y por ende
la cantidad de MP extraido), entre otros (Shen et al., 2022; Wu et al., 2021). Como se
expuso anteriormente, especies como Lolium perenne L. (césped) se suelen encontrar en
los rellenos sanitarios durante el proceso de restauracion, habiendo sido ademads,
estudiadas como especies con capacidad fitoextractora de MP (Bidar et al., 2009; Brutti,
L. N, Beltrdn, M. J., & Giardina, 2015; Hough et al., 2005; Padmavathiamma y Li, 2012;

Pandey y Bajpai, 2019; Riffo, 2016; Song, 2018).

En la presente seccion se buscé evaluar el comportamiento de Nicotiana alata L.
en conjunto con Lolium perenne L. a fin de inferir sobre la posible aplicacion real de este
sistema como cobertura vegetal en los RS, en suelos enmendados con los lodos bajo
evaluacion (LR). Se realiz6 un experimento con 3 cultivos diferentes, en sustratos con un
20% de lodo, y una contaminacion cercana al del tratamiento central de la experiencia
anterior (agregando 150 mg kg' de cada MP). Las concentraciones cuantificadas
experimentalmente de Pb, Cr y Ni en el sustrato resultaron en 215, 184 y 205 mg kg™! de

Pb, Cr y Ni, respectivamente.
Los tratamientos se detallan a continuacion:
e Tratamiento 1: Nicotiana alata L. en monocultivo.
e Tratamiento 2: Lolium perenne L. en monocultivo.
e Tratamiento 3: N. alata y L. perenne en co-plantacion.

Se utilizaron macetas rectangulares de 3 litros en donde se trasplantaron dos
ejemplares de N. alata y se sembraron 8 gr de semillas de L. perenne. Al cabo de los 60
dias de tratamiento, las plantas se cosecharon y se determiné la biomasa aérea y de raiz

de ambas especies para cada uno de los tratamientos. Debido a la falta de disponibilidad
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de los equipos de cuantificacion de MP al momento de finalizar la cosecha, la
concentracion de MP en los tejidos vegetales no pudo ser determinada, por lo que no se
logré evaluar la influencia de co-plantacion en este aspecto. Por lo tanto, la estimacion de
extraccion de metales se centr6 en la evaluacidén de generacién de biomasa de cada
especie observada experimentalmente, en la utilizacién del modelo obtenido en la seccién
anterior para la prediccién de Pb, Cr y Ni en los tejidos de N. alata y la utilizacién de
datos experimentales de otros autores para la estimacion de MP en los tejidos de L.

perenne.

A fin de estimar la extraccion de MP por parte de L. perenne, se realizé un
relevamiento de bibliografia para obtener valores medios de factores de bioconcentracion
para la parte aérea de L. perenne, relacionando los valores informados de contenido de
cada metal en estos tejidos respecto al suelo. Los valores de FBCageo estimados fueron de
0,13, 0,17 y 0,08 para Pb, Cr y Ni, respectivamente (Bidar et al., 2009; Li et al., 2020;

Miceli et al., 2014; Riffo, 2016).

La concentracion estimada para la condicién buscada resultaria de la siguiente
expresion:
CMP,lolium = FBCaéreo,lolium X CMP,suelo

La extracciéon efectiva de los MP por parte de L. perenne resultaria de la
combinacion de la estimacion anterior, con la generaciéon de biomasa estimada
experimentalmente para dichas condiciones:

MPext.,lolium = Mo1ium X CMP,lolium

Debido a la dificultad de evaluar el crecimiento de una planta en forma individual,

se evalué en funcion de un drea determinada, dada por la superficie de maceta.
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Figura 6.24. Imagenes experimentales de los sistemas en monocultivo y de co-
plantacion

En la Figura 6.24 se muestran dos ejemplares de los cultivos al momento previo de
la cosecha final. Los resultados experimentales en cuanto a la generaciéon de biomasa
aérea fueron para N. alata de 3,68 % 0,40 g planta! en monocultivo y 2,49 + 0,70 g planta®
"en co-plantacion. En el caso del rendimiento de L. perenne fue de 10,0 +2,7y 8,6 + 1,0
g macetal en monocultivo y en co-plantacién, respectivamente. Aunque los valores

medios en los cultivos de co-plantacion resultaron menores para ambas especies respecto

al monocultivo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

La extraccion de MP por parte de N. alata se estimé utilizando el modelo propuesto
anteriormente y considerando la biomasa obtenida en forma experimental. Por otro lado,
la extraccion por parte de L. peremne se calculd utilizando los factores de
bioconcentracion estimados a partir de la bibliografia junto con los rendimientos en

biomasa experimentales.
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La proyeccidn de la extraccion efectiva de cada MP estimada para la superficie de

una hectérea se representa en la Figura 6.25.

100
90 i Pb Cr Ni

Metales pesados (g ha'')

N. alata L. perenne N. alata + L. perenne

Configuracion del cultivo

Figura 6.25. Extraccion de Pb, Cr y Ni por hectarea estimadas para las diferentes
configuraciones de cultivo

De la observacion de la Figura 6.25 se puede decir que si bien el rendimiento en
biomasa es menor para cada cultivo en co-plantacién como se expresé anteriormente, la
cantidad de Pb extraido para el conjunto bajo esta configuracién seria mayor que en
cualquiera de los dos monocultivos. Luego, al comparar el cultivo mixto inicamente
frente al monocultivo de N. alata, se observa que la contribucion de L. perenne a la
eficiencia de extraccion en el sistema de co-plantacion, seria realmente importante en el
caso del Cr, donde la absorcion de N. alata es muy inferior en comparacion con los otros
metales. Esto se debe por un lado a una mayor generacion de biomasa considerando el
conjunto de ambas especies, y por otro a la complementariedad entre ellos para acumular
preferentemente uno u otro metal, en funcion de lo aportado por la bibliografia. Por otro

lado, L. perenne también se ha reportado como extractora de metales como Cu, Cd y Zn
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(Bidar et al., 2009; Riffo, 2016; Zhang et al., 2019) ampliando de esta forma el espectro
de MP de absorcién en caso de suelos contaminados también con estos metales, y
mejorando la eficiencia, como se expreso en los resultados, de su extraccién de MP en el

conjunto respecto a los monocultivos.

La generacion total de biomasa por hectdrea resulté en 2694 kg de materia seca para
la cual se debe considerar una disposicion final adecuada, debido a la acumulacién de los
contaminantes en estos tejidos. Como se discuti6 en el Capitulo 2, dentro de las diferentes
posibilidades se encuentra la reducciéon en biomasa por ignicién, y en dicho caso
representaria una cantidad aproximada de 520 kg de material (segtin pruebas de pérdida
de biomasa por ignicion de la cosecha de N. alata y L. perenne, que estiman una reduccion
aun 20,1% en base seca), o también el compostaje, que en general puede llegar hasta una

reduccion en un 70% en peso (Silbert et al., 2018).

6.6. Conclusiones

Del analisis de la evolucién de la biomasa y extraccién de metales en el tiempo por
parte de Nicotiana alata L. se puede decir que el mismo se pudo ajustar a través de un
modelo de tipo sigmoide, a la vez que se lo complementé con expresiones fisicas y
cinéticas de extraccion de MP, para hallar la extraccion efectiva de metales en el tiempo.
Sin embargo, cabe recordar que los mismos fueron realizados para un solo nivel de
contaminacion y, como se vio anteriormente en el Capitulo 5, la generacion de biomasa
y la acumulacion de MP efectivamente se ven afectadas por los diferentes grados de

contaminacién por MP.
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Los ajustes de modelos en el equilibrio, que consideraron los efectos individuales
de cada metal en su extraccion, se vieron limitados por la no incorporacién de los efectos
conjuntos del resto de los metales presentes. El desarrollo de las expresiones que
incorporaron los efectos conjuntos, fue un avance en este sentido, pudiendo formular
matematicamente la influencia del contenido de todos los metales estudiados en la
expresion final de extraccion de cada metal, tanto por su aporte a la variacién de la

biomasa generada, como por la influencia en la acumulacién de cada uno de ellos.

Finalmente, la utilizacion de los modelos provistos junto con informacion obtenida
de la bibliografia, permiti6 inferir sobre posibles escenarios de remediacion en sistemas
de co-plantacion, con una especie como L. perenne, frecuentemente encontrada en las
coberturas de rellenos sanitarios durante las etapas de re-vegetacion y recuperacion de
estos sitios. En contraposicion con lo sucedido en el monocultivo de N. alata, la practica
de cultivos mixtos ampliaria el espectro de MP que se extraen, a la vez que mejoraria la

extraccion neta de Pb, Cr y Ni.
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Capitulo 7. Conclusiones y/o recomendaciones

Este trabajo de tesis se enmarcé en la bisqueda de una solucién integral a un
problema real, la restauracién de un sitio altamente impactado como un relleno sanitario,
implementando procedimientos que promuevan la reutilizacién o aprovechamiento de las
corrientes generadas en las propias instalaciones, en el marco de respuesta dentro de lo

que se propende como economia circular.

En cuanto a los avances particulares, se realizé una investigacion evaluando el uso
de un sustrato “residuo” como enmienda para suelos infértiles, a la vez que se estudid
como se llevaria a cabo el proceso de fitorremediacion del sustrato conformado como
resultado del agregado del lodo al suelo, por parte de una especie particular (Nicotiana

alata L.).

Finalmente, ya que uno de los mayores retos de la utilizacién de lodos como
mejoradores de suelos es enfrentar la carga contaminante que traen consigo, asi como la
ya presente en los suelos degradados, se estudi6 la evolucién de estos contaminantes en
el sistema vegetal implementado. Cabe aclarar que gran parte de los trabajos relevados
enfrenta el estudio de la remocién de metales de forma individual, sin contemplar la
contaminacion conjunta ejercida por varios MP a la vez, sobre todo aquellos estudios
donde se realiza un control sobre las concentraciones experimentales (estableciendo
niveles de contaminaciéon de manera artificial). Por otro lado, en gran parte de las
publicaciones analizadas, cuando se evaliian experimentos donde estdn presentes mds de
un metal, se aplican andlisis de forma independiente, sin considerar la influencia de la

contaminacion o remocion conjunta. En el presente estudio se busc6 evaluar la remocién
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de los principales contaminantes en forma conjunta, analizando las posibles interacciones,

utilizando para ello herramientas estadisticas apropiadas.

Como conclusiones de los estudios realizados se pueden destacar:

e La aplicaciéon del lodo como enmienda orgdnica mejord significativamente los
parametros de crecimiento de Nicotiana alata L. evaluados como masa seca total, 4rea
foliar de la planta, y las respuestas bioldgicas como contenido de proteinas y de pigmentos
fotosintéticos totales. Esta mejora general se expresé a través de un alto indice de

tolerancia para cada tratamiento enmendado.

e Las variables estudiadas han reportado una dependencia estadisticamente significativa

con la dosis de lodo aplicada.

e La presencia de metales en concentraciones variables hace que la evaluacion del
proceso de fitorremediacion requiera de la contemplacion de estas posibles variaciones
en las condiciones del suelo. En los experimentos desarrollados se buscé evaluar la
capacidad de fitorremediacion de la especie vegetal N. alata en suelos enmendados con
lodos de relleno sanitario, ante distintos escenarios de contaminacién por los principales

metales pesados encontrados en el efluente (Pb, Cr y Ni).

e Las respuestas evaluadas, principalmente las variables relacionadas a la extraccion de
metales, estuvieron intimamente relacionadas a la concentracién de metal en el suelo. Se
observaron efectos de interaccion entre estos distintos contaminantes, resaltando la
importancia de su evaluacién en conjunto. De esta manera, esta tesis aporta una
metodologia superadora al andlisis individual de la extraccién de metales pesados por
especies vegetales, muy presentes en la gran mayoria de los trabajos de la bibliografia

relevada. Por otra parte, también se puede resaltar la fuerte influencia de los distintos
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niveles de contaminacidn en el desarrollo vegetal, afectando principalmente a la biomasa

y por lo tanto a la eficiencia final de fitoextraccion.

¢ De los diferentes andlisis llevados a cabo se podria indicar que, en general, Nicotiana
alata L. tuvo mayor afinidad para extraer y translocar Ni en sus tejidos, seguido por el Pb
y por ultimo Cr. Estas diferencias podrian estar relacionadas con determinadas funciones
bioldgicas que efectivamente cumple el Ni en las plantas haciendo que exista cierta
preferencia por su absorcion. Esto podria estar también influenciado por la movilidad de
cada uno de los metales en los suelos, reportdndose en diferentes publicaciones que dicho
movimiento en sustratos generalmente es Ni>Pb>Cr. Ademds, se puede inferir sobre un
importante efecto del agregado de materia orgdnica, aportada a través del lodo, en la
movilidad del Cr generando una disminucioén en su acumulacion respecto al suelo sin

lodo.

e De los resultados se podria ademds concluir que el agregado de LR como enmienda
permitiria una mayor extraccion de los MP estudiados, no s6lo por una concentracion
incrementada en los tejidos vegetales (principalmente para el caso d Pb y Ni) sino

también, por la promocidon de un mayor crecimiento.

e En el desarrollo de esta tesis, se ajustaron modelos que pudieran representar la
evolucion del proceso en el tiempo y bajo diferentes condiciones de contaminacion. La
incorporacion del andlisis de la influencia conjunta de los metales en la extraccion de cada
uno de ellos resulté adecuada frente al analisis individual. Sin embargo, es necesario
recalcar la dependencia de los resultados a las condiciones experimentales dadas, como
el rango acotado de contaminacion por Pb, Cr y Ni (asociado a los valores que se
encontraron en los LR), experimentos llevados a cabo en condiciones de invernadero, y

experimentos cinéticos llevados a cabo para un tnico nivel de contaminacion.
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e De la inferencia del proceso en condiciones de co-plantaciéon con L. perenne, una
especie frecuentemente encontrada en las coberturas de rellenos sanitarios durante las
etapas de re-vegetacion y recuperacion de estos sitios, y en contraposicion con lo sucedido
en el monocultivo de N. alata, la practica de cultivos mixtos ampliaria el espectro de MP

que se extraen a la vez que mejoraria la extraccion neta de Pb, Cr y Ni.

e Los lodos estudiados resultan de interés por su importante contenido en nutrientes que,
en presencia de metales pesados, podrian favorecer y mejorar su fitoextraccion. Sin
embargo, debido al riesgo potencial de contaminacion por MP presentes en el residuo, el
uso de estos lodos solo se recomienda dentro del vertedero, como material de cobertura y

en actividades de revegetacion.

e La caracterizacion de los lodos estudiados indicé la presencia de MP y patdgenos en
niveles inferiores a los valores de referencia encontrados en la legislacion argentina de
biosdlidos de aguas residuales e industriales (Ministerio de Desarrollo Social y Medio
Ambiente, 2018). Ademas, en la misma se prevé la utilizacion de lodos como material de
cobertura para operaciones de cierre de rellenos sanitarios y vegetacion. Sin embargo,
como se discutid en el texto, algunas barreras operativas, como la necesidad de aplicar
tratamientos de estabilizacion previas a su uso, (compostaje, digestion anaerdbica
termofilica, etc.), deberian ser abordadas previo al planteo de su aplicacion efectiva en

los suelos de cobertura.

e Es necesario tener en cuenta que este trabajo de investigacion se realiz6 en condiciones
de invernadero. El LR utilizado se deshidratdé en las instalaciones del vertedero, sin
tratamiento de estabilizacion. Es por esto que se plantea como perspectiva futura
continuar estudiando diferentes pretratamientos para su aplicacién, como la co-digestion

con otros residuos tales como la corriente orgdnica de los residuos sélidos urbanos, y el
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estudio de la aplicacion de los lodos en condiciones de campo para las operaciones de

cierre del relleno sanitario.
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Anexo 1. Datos complementarios

Tabla A.I.1. Concentracion inicial en los sustratos de los tratamientos

contaminados

Nombre Tratamiento Pb agregado Cr agregado Ni agregado

(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
A 184,1 211,8 174,4
B 187,2 60,1 23,7
C 34,5 212,5 25,5
D 32,3 61,9 176,3
E 3334 212,7 25,7
F 3394 213,0 324.5
G 336,0 61,7 175,8
H 336,5 362,1 174,7
| 186,7 60,5 3259
J 185,8 361,0 25,7
K 1849 362,4 3247
L 33,5 212,4 322,5
M 32,4 363,4 173,9
Tratamientos controles

N 44.4 22,7 14,1
(0] 34,5 61,7 25,7
P 191,9 171,6 160,2

Tabla A.L.2. Caracterizacion promedio del suelo utilizado

Parametro Valor
pH® 6,5+0,1
CE @ (uS em™) 1438 + 80
N (%) ® 0,58 + 0,08
P (%) ® 0,36 = 0,07
ST (%) @ 71,1 £4.5
MO (%) @ 17,5+29

(M Solucién 1:5 (p:v), en relacién al peso seco del lodo. MO: materia orgdnica. ST: sélidos totales. @ ST,
N (Nitrégeno total de Kjeldahl), P (Fésforo total) y MO son expresados en % en base seca (g 100gMS™).
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Tratamiento J inicial Tratamiento K inicial

Figura A.L.1. Imagenes de plantas iniciales de los tratamientos J (150, 300 y 0 mg
kg1 de agregado Pb, Cr y Ni) y K (150, 300 y 300 mg kg'! de agregado Pb, Cr y Ni)

Figura A.L.2. Imagenes de ejemplares de plantas finales de los tratamientos J (150,
300 y 0 mg kg'! de agregado Pb, Cr y Ni) y K (150, 300 y 300 mg kg'! de agregado
Pb, Cr y Ni)

Figura A.L3. Imagenes de ejemplares de plantas finales de los tratamientos P
(% LR=0) y A (%LR=20%) ambos con MP (150, 150 y 150 mg kg'! de agregado
Pb, Cr y Ni, siny con LR) y N (%LR=0) y O (%1.R=20%), ambos sin agregado de
MP
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Anexo I1. Publicaciones en revistas cientificas

1- Fiasconaro, M.L., Abrile, M.G., Hintermeister, L., Antolin, M. del C., Lovato,
M.E., 2022. Application of different doses of compost as a substitution of the commercial

substrate in nursery for pepper and tomato seedlings. Int. J. Recycl. Org. waste Agric.

2- Abrile, M.G., Fiasconaro, M.L., Orecchia, D.S., Manzo, R.M., Lovato, M.E.,
2021. Utilization of sludge derived from landfill leachate treatment as a source of

nutrients for the growth of Nicotiana alata L. J. Environ. Manage. 289, 112488.

3- Abrile, M.G., Fiasconaro, M.L., Gervasio, S., Antolin, M.C., Lovato, M.E., 2021.
Evaluation of the sensitivity and production of flowers in Tagetes erecta L. exposed to

high doses of sodium from irrigation with landfill leachates. Int. J. Recycl. Org. waste

Agric. 10, 63-75.

4- Abrile, M.G., Ciucio, M.M., Demarchi, L.M., Bono, V.M., Fiasconaro, Maria
Laura Lovato, M.E., 2020. Degradation and mineralization of the emerging
pharmaceutical pollutant Sildenafil by ozone and UV radiation using Response Surface

Methodology. Environ. Sci. Pollut. Res. https://doi.org/10.1007/s11356-020-11717-9

5- Abrile, M.G., Fiasconaro, M.L., Lovato, M.E., 2020. Optimization of Reactive
Blue 19 dye removal using ozone and ozone/UV employing response surface

methodology. SN Appl. Sci. 2, 995.

6- Lovato, M., Buffelli, J.R., Abrile, M., Martin, C., 2019. Kinetics and efficiency
of ozone for treatment of landfill leachate including the effect of previous microbiological

treatment. Environ. Sci. Pollut. Res. 26, 4474-4487.
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Anexo III. Participacion en congresos y eventos cientificos-
tecnologicos

Trabajos publicados en libros de restimenes

1- Abrile, M G, Fiasconaro, M.L., Orecchia D.S., Lovato, M.E., 2022. “Evaluacion
de la fitoextraccién de metales pesados en suelos enmendados con lodos de lixiviados,
utilizando plantas de Tabaco Jazmin (Nicotiana alata L.)”. Libro de Resimenes del VIII
Congreso Argentino de la Sociedad de Toxicologia y Quimica Ambiental. Lugar: Mar

del Plata. ISBN: 978-987-811-035-6.

2- Abrile, M G, Fiasconaro, M.L., Lovato, M.E., 2022. “Evaluacion del
biopotencial de productos derivados de descartes de zanahoria desde una perspectiva de
economia circular”. Libro de Restimenes del VIII Congreso Argentino de la Sociedad de

Toxicologia y Quimica Ambiental. Lugar: Mar del Plata. ISBN: 978-987-811-035-6.

3- Orecchia D.S., Abrile, M G, Fiasconaro, M.L., Lovato, M.E., 2021. “Utilizacion
de lodos derivados del tratamiento de lixiviados de un Relleno Sanitario como fuente de
nutrientes para el crecimiento de Nicotiana alata L.”. Libro de Resumenes de la XXVIII
Jornada de Jovenes Investigadores de AUGM Generacién de conocimientos desde el sur
para el mundo post pandemia. Lugar: Santiago de Chile (Chile). ISBN: 978-9974-8553-

8-0.

4- Abrile, M.G., Fiasconaro, M.L., Gervasio, S., Lovato, M.E., 2020. “Evaluacion
del uso de lixiviados como agua de riego en plantas ornamentales con capacidad

fitorremediadora: Tagetes erecta L.”. Libro de Trabajos Completos del IV Congreso
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Nacional de Ciencia y Tecnologia AmbientalAmbiente y Desarrollo desde una

perspectiva territorial. Lugar: Florencio Varela. ISBN: 978-987-811-035-6.

Trabajo en congresos y eventos cientificos-tecnologicos

1- V Congreso Argentina y Ambiente 2023 (AA2023). Titulo del trabajo:
“Evaluacion de los factores de translocacion y de extraccion de metales pesados de
Nicotiana alata L. en suelos enmendados con lodos de relleno sanitario”. Autores: Abrile,
Mariana G.; Osorio Julia; Fiasconaro, Maria Laura; Lovato, Maria Eugenia. Lugar:

Potrero de los Funes, San Luis, 2023.

2- V Congreso Argentina y Ambiente 2023 (AA2023). Titulo del trabajo:
“Compostaje de las fracciones solidas de las “aguas rojas y verdes” provenientes de un
frigorifico regional y evaluacion de su aplicacidn en cultivos forrajeros”. Autores: Abrile,
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Anexo IV. Informes Técnicos

1- [2022] Lovato, M.E., Fiasconaro, M.L., Abrile M.G., Manzo R., Gervasio S.;
Clementi L., Gilliard M.B. Informe técnico de avance Nro.2 “Desarrollo y aplicaciéon de
una tecnologia sustentable para la remediacién y aprovechamiento de nutrientes de
efluentes provenientes del Frigorifico FRIAR”. En el marco del Convenio de cooperacion

técnica Convenio especifico de cooperacion entre la Empresa F.I.LA.R. y la Universidad

Nacional del Litoral a través del INTEC (UNL-CONICET).

2-[2021] Lovato, M.E., Fiasconaro, M.L., Abrile, M.G., Orecchia, D.S., Gervasio,
S.; Clementi, L., Gilliard, M.B. Informe técnico de avance “Utilizacién de lodos
derivados del tratamiento de Lixiviados como fuente de nutrientes para el crecimiento de
plantas de Nicotiana affinis L.” En el marco del Convenio de cooperaciéon técnica
Convenio especifico de cooperacién entre la Empresa MILICIC y la Universidad

Nacional del Litoral a través del INTEC (UNL-CONICET).

3- [2019] Lovato, M.E., Fiasconaro, M.L., Abrile M.G., Manzo R., Gervasio, S.;
Clementi, L., Gilliard, M.B. Informe técnico de avance Nro.1 “Desarrollo y aplicacion de
una tecnologia sustentable para la remediacion y aprovechamiento de nutrientes de
efluentes provenientes del Frigorifico FRIAR”. En el marco del Convenio de cooperacion
técnica Convenio especifico de cooperacion entre la Empresa F.ILA.R. y la Universidad

Nacional del Litoral a través del INTEC (UNL-CONICET).

4- [2017] Abrile, M.G., Martin C.A. Informe de Factibilidad Tecnoldgica (Etapa I)
del “Estudio de la Degradacion Aerobica de Biosélidos de Pelambre y Grasas Empresa

Curtiembre Arlei”.
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Glosario y listado de simbolos.

GLOSARIO Y LISTADO DE SIMBOLOS

AF Area foliar

As Arsénico

AST Azucares solubles totales

Cd Cadmio

Ca Calcio

Cu Cobre

CE Conductividad Eléctrica

SC Contenido del lodo en los sustratos, expresado como porcentaje (%)
CH Contenido hidrico del suelo o los tejidos vegetales

Cr Cromo

DE Desviacion estandar

SE Error estdndar

P Fésforo

IG Indice de germinacién

IT Indice de tolerancia

LR Lodos generados en el proceso de tratamiento del lixiviado del relleno

sanitario de la ciudad de Santa Fe, y con los cuales se realizaron los
diferentes ensayos experimentales.

Mg Magnesio

MDA Malondialdehido

MS Masa seca

MO Materia Organica

Sustrato Medio de cultivo, conformado por tierra o tierra mas lodo en funcion del
experimento. Sustrato, suelo o medio de crecimiento para la especie
vegetal.

Hg Mercurio

MP Metales Pesados

Ni Niquel

N Nitrégeno

Pb Plomo

K Potasio
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PST
RS
Na
ST

Tierra comercial

Tl
Zn

Glosario y listado de simbolos.

Proteinas solubles totales
Relleno sanitario

Sodio

Sélidos totales de una muestra

Tierra utilizada como co-sustrato
experimentales.
Valor medio

Zinc

para los

medios

de cultivo
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