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RESUMEN
En este estudio se investigd la capacidad de adsorcién de la zeolita natural
para la eliminacién de iones de metales pesados Cu?* y Pb®" presentes en los
efluentes de procesos de refinacion de oro. Se evaluaron los parametros de
adsorcién como pH inicial (3-6), tamafo de particula (595um-74um), cantidad
de adsorbente (1-4g) concentracion inicial (50-400mg/L) y tiempo de contacto
(15-120min), manteniendo una temperatura constante de 25°C y velocidad de
agitacion de 150rpm. Segun las condiciones de evaluacion para cada
parametro, generalmente el plomo alcanzé valores de remocion de entre el 30
al 100%, mientras que para el cobre los valores variaron entre el 30 y el 80%.
Los valores Optimos en este estudio para la remocion de los metales Pb y Cu
fueron: pH: 5-6.; tamafio de particula: 74um; cantidad de adsorbente: 4g vy
tiempo de remocién: 30min. En todas las pruebas realizadas se identificé el
siguiente orden de selectividad Pb®**>Cu®". Posteriormente se realizaron
ensayos toxicolégicos para determinar la toxicidad del efluente tratado con
zeolita sobre las especies de Lactuca sativa (lechuga) y Allium cepa (cebolla),
las cuales fueron expuestas a diferentes concentraciones del efluente (9, 28,
94, 282 y 940mg/L). Los resultados determinaron que las muestras del efluente
son toxicas. Se evidencidé mayor sensibilidad de la cebolla en las pruebas de
germinacion, mientras que en la evaluacion de la raiz e hipocotilo, se presenté
mayor sensibilidad para las plantulas de lechuga. En los analisis estadisticos
de homogeneidad de varianzas, se identifico diferencias significativas entre las

muestras (p<0,05).

Palabras claves: ADSORCION, ZEOLITA NATURAL, METALES PESADOS,
ENSAYOS DE TOXICIDAD.
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ABSTRACT

In this study, the adsorption capacity of natural zeolite for the removal of heavy
metal ions Cu?* and Pb?* present in the effluents of gold refining processes was
investigated. The adsorption parameters were evaluated as initial pH (3-6),
particle size (595um-74um), amount of adsorbent (1-4g), initial concentration
(50-400mg/L) and contact time (15-120min), maintaining a constant
temperature of 25°C and agitation speed of 150rpm. According to the evaluation
conditions for each parameter, lead generally reached removal values between
30 to 100%, while copper values varied between 30 and 80%. The optimal
values in this study for the removal of lead and copper metals were: pH: 5-6;
particle size: 74um; amount of adsorbent: 4g and contact time: 30minutes. The
following order of selectivity Pb**>Cu?* was identified in the entire tests that
were carried out during this study. Subsequently toxicological tests were
conducted to determine the toxicity of the effluent treated with zeolite on the
species of Lactuca sativa (lettuce) and Allium cepa (onion), which were
exposed to different concentrations of the effluent (9, 28, 94, 282 and 940mg/L).
The results determined that the effluent samples are toxic. Greater sensitivity of
the onion was evidenced in the germination tests, while in the evaluation of the
root and hypocotyl, there was greater sensitivity for the lettuce seedlings. In the
statistical analyzes of variance homogeneity, significant differences were

identified among the samples (p <0.05).

Key words: Adsorption, natural zeolite, heavy metals, toxicity tests.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

mg/L: miligramos por litro.

g/mL: gramos por mililitro.

m?/g: metros cuadrados por gramo.

meq/g: miliequivalentes por gramo.

mL/min: mililitros por minuto.
mm: milimetros.

HmM: micrémetros.

°C: grados centigrados.

pH: Potencial de Hidrégeno.
%W: porcentaje de humedad.
Pu: peso humedo.

Ps: peso seco.

pr. densidad real.

pa: densidad aparente.

e: porosidad

M4, masa del adsorbente.
ms: masa del solvente.

Vp: volumen del picnémetro.
Va: volumen del adsorbente.
ds: densidad del solvente.
pH;: pH inicial.

pHs: pH final.

Ci: concentracion inicial.

Cf: concentracion final.

ge: cantidad de iones metélicos
adsorbidos.

t: tiempo.

T: temperatura.

v: velocidad.

rpm: revoluciones por minuto.

V: volumen de la solucion.

@: tamafio de particula.

s: cantidad de adsorbente.

o: desviacion estandar.

X: media.

CV: coeficiente de variacion.

Clsg: concentracion media inhibitoria
50.

UT: unidades de toxicidad.

PZC: Point of Zero Charge.

XRD: X-ray Diffraction.

FTIR: Fourier Transform Infrared
Spectroscopy.

US-EPA: United States
Environmental Protection Agency.
FDA: Food and Drug Administration.
ISO: International Organization for
Standardization.

OCDE: Organizacion para la
Cooperacién y el Desarrollo
Economicos.

CIP: Carbon-In-Pulp.

CIC: Carbon-In-Column.

CIL: Carbon-In-Leach.

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

ROS: Reactive Oxygen Species.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Identificacion del problema

La contaminacion ambiental esta identificada como una de las principales
amenazas para la humanidad, siendo uno de los problemas principales hoy en
dia la gestion de los desechos y la calidad del agua. Este ultimo recurso es uno
de los componentes ambientales mas afectados, debido a que diariamente las
industrias descargan efluentes liquidos con concentraciones de metales
relativamente bajas, pero que llegan a ser dafiinas (Alvarez-Ayuso, Garcia-
Sanchez, & Querol, 2003; Coruh, Turan, Akdemir, & Ergun, 2009). Las
principales fuentes de metales pesados en aguas residuales y superficiales
son: galvanoplastia y tratamiento de superficies metalicas, revestimiento de
metales y plésticos, industria de la metalurgia, fabricacion de baterias
recargables, industria electrénica, refinerias de petroleo, pigmento para la
industria del cuero, la mineria y la produccion de vidrio (Bektas & Kara, 2004;
Visa, 2016).

Segun investigaciones realizadas por Mindiola, Pedraza, & Escalante (2008) y
Markovic et al. (2015), se ha podido demostrar que, en drenajes mineros-
metallrgicos existen altas concentraciones de diferentes metales pesados que
sobrepasarian la normativa (Mn>0,3mg/L; Zn>2mg/L; Cu>3mg/L vy
Ag>0,5mg/L). El cobre se presenta en mayor concentracion cuando se habla
de descargas minero-metallrgicas, en donde se puede observar una coloracién
verdosa-azulada que demuestra la presencia de dicho metal (Africano &
Pinzén, 2004). Un monitoreo de control ambiental, realizado en el en el afio
2017, en una de las fabricas de refinacion de oro de la ciudad de Cuenca,
evidencio que las aguas en el punto de descarga al alcantarillado presentan
acidez con un pH aproximado de 4, que podria estar relacionado con la
presencia de metales pesados (Inglezakis, Loizidou, & Grigoropoulou, 2003;
Guzman, 2010).

1.2 Efectos de los metales pesados en la salud
El problema por contaminacion de metales pesados radica en que estos

contaminantes son persistentes, no biodegradables y se acumulan facilmente
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enfermedades graves, ya que los iones hidratados son mas téxicos que los
atomos metalicos, debido a que son mas rapidos de absorber y perturbar los
procesos enzimaticos (Visa, 2016). Estudios relacionados al problema, han
concluido que los metales pesados pueden producir efectos toxicos o
inhibidores sobre el sistema de tratamiento de aguas negras, (especialmente
en tratamientos bioldgicos) alterando las caracteristicas fisico-quimicas de los
cuerpos de agua (Velasco, 2002). Por otra parte, Miras (2009) y Nava-Ruiz &
Méndez-Armenta (2011) indican que la salud humana es el aspecto de mayor
riesgo, ya que concentraciones muy altas de metales en el organismo humano,
pueden afectar gravemente al riidn, pulmon, higado, sistema gastrointestinal y
hematopoyético, sistema nervioso central y periférico, e incrementar el estrés
oxidativo celular. Adicionalmente se puede afirmar que las aguas residuales
contaminadas con iones metélicos, afectan las periferias de las ciudades, la
produccion agricola, la piscicultura y la industria ganadera (Fuenzalida-Puelma,
1991).

1.3 Métodos utilizados en la eliminacion de metales pesados

Se han venido aplicando varias técnicas de remediacion para la eliminacion de
estos elementos toxicos, las cuales dependen de la concentracién inicial y la
composicién de los sistemas contaminantes (Visa, 2016). Entre las técnicas
aplicadas se pueden destacar las siguientes: precipitacién quimica, intercambio
i6nico, adsorcion, fitoextraccion, extraccion con disolvente, 6smosis inversa,
ultra y nanofiltracion, procesos cataliticos y de membrana, procesos asistidos
por radiacién y con magnetismo, resinas de intercambio i6nico, evaporacion al
vacio, biotecnologia, coagulacion, floculacion, electrodialisis, entre otros
(Alvarez-Ayuso et al., 2003; Coruh et al., 2009; Stojakovic, Milenkovic, Daneu,
& Rajic, 2011; Rubio, Calderdn, Gualtero, Acosta, & Rojas, 2015). Aunque
algunas de estas técnicas son generalmente eficaces, no estan exentas de
inconvenientes tales como: alta inversion y costo de operacion, generacion de
lodos contaminados, complejidad técnica, limitacibn a volimenes bajos de
efluentes y concentraciones bajas de metales (Alvarez-Ayuso et al., 2003;
Minceva, Fajgar, Markovska, & Meshko, 2008).
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Como alternativa paralela a las técnicas antes mencionadas, se han venido
estudiando nuevos métodos para el tratamiento de efluentes industriales que
sean simples, eficientes, de bajo costo, que permitan obtener resultados
optimos y permitan la conservacion del medio ambiente. En este contexto, la
adsorciéon puede representar una solucion viable, empleandola en procesos de
intercambio i6nico con la posibilidad de procesamiento a gran escala, siendo
mas efectiva en costos de energia en comparacidbn con otros procesos
avanzados (Visa, 2016). El potencial de la zeolita natural como adsorbente de
metales pesados, ha sido estudiado ampliamente debido a sus valiosas
caracteristicas de adsorcion, por su obtencién en grandes cantidades, por su
bajo costo en comparacién con otros adsorbentes y por la posibilidad de su
regeneracion y recuperaciéon de los metales en procesos ciclicos (Bektas &
Kara, 2004; Sprynskyy, Buszewski, Terzyk, & Namiesnik, 2006; Minceva,
Fajgar, Markovska, & Meshko, 2008).

1.4 Los Bioensayos en la evaluacién de riesgos toxicolégicos

Para determinar la calidad de los vertimientos, se cuentan con técnicas como
los ensayos de toxicidad, medicion de pardmetros fisico-quimicos y monitoreo
en campo (Bayona Pineda & Lopez Celis, 2006). Los bioensayos son una
herramienta importante para determinar la toxicidad de diferentes compuestos
y conocer la sensibilidad de las diversas especies, evaluando los efectos de las
sustancias ensayadas. Los efectos pueden ser tanto de inhibicion como de
magnificacion y se evaluan por la reaccion de los organismos tales como:
muerte, crecimiento, proliferacién, multiplicacion, cambios morfolégicos,
fisiolégicos o histologicos. Los bioensayos utilizando cepas de semillas son un
importante indicador de toxicidad, ya que evidencia de una forma rapida y clara
los posibles efectos fitotdxicos que una sustancia puede llegar a causar en los

organismos vegetales (Pineda, 2006; Nurefia-Velasquez & Sagastegui, 2014).

En varios ensayos toxicologicos la especie Allium cepa es reconocida por su
alta sensibilidad como indicador de fitotoxicidad, por su buena correlacion con
otros sistemas de prueba, facil manejo y bajo costo (Pathiratne, Hemachandra,
& De Silva, 2015a; Zanin et al., 2017b). Por otro lado, las pruebas con Lactuca

sativa, también son recomendadas para la evaluacion de posibles riesgos
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confiabilidad; son pruebas de bajo costo y las especies pueden ser mas
sensibles al estrés ambiental en comparacion con otros organismos. La planta
Lactuca sativa es recomendada por la Agencia de Protecciéon Ambiental de los
Estados Unidos (US EPA) para la determinaciéon de los efectos ecoldgicos de
las sustancias toxicas y también es recomendada por otras organizaciones

para las pruebas de toxicidad estandar (Charles et al., 2011).

1.5 Alcance del estudio
- Las hipotesis generales planteadas para esta investigacion fueron:
* La zeolita natural removeria altos porcentajes de metales pesados
presentes en los efluentes residuales de refinacion de oro.
* Los efluentes de refinacibn de oro tratados con la zeolita natural

producirian toxicidad sobre las semillas de Lactuca sativa y Allium cepa.

- Las hipotesis especificas fueron las siguientes:

* Los efluentes residuales del proceso de refinacién del oro, sometidos al
proceso de adsorcibn con zeolita, evidenciarian una menor
concentracion de Cu y Pb que en los efluentes no sometidos, estando
dentro de la normativa vigente (<0,5mg/L para Pb y <1mg/L para Cu).

* Los parametros de adsorcion tales como pH, tiempo de remocion,
cantidad de metal, cantidad de adsorbente y tamafio de particula,
estarian incidiendo en el porcentaje de remocion de los metales Pb y Cu.

* Las semillas de Lactuca sativa y Allium cepa expuestas al efluente de
refinacion tratados con la zeolita, presentarian menor porcentaje de
germinacion que las semillas no expuestas al efluente.

* Las semillas de Lactuca sativa y Allium cepa expuestas al efluente de
refinacion tratados con la zeolita, presentarian menor tamafio de raiz e

hipocotilo que las semillas no expuestas al efluente.

- Los principales objetivos planteados para este trabajo son:
* Determinar la efectividad de la zeolita natural como adsorbente de los

metales pesados presentes en aguas residuales de refinacion de oro.
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semillas de Lactuca sativa y Allium cepa.

- Los objetivos especificos son los siguientes:

* Determinar la concentracion de metales pesados Cu y Pb presentes en
los efluentes de refinacion de oro tratados y no tratados con zeolita
natural y compararla con la normativa.

* Evaluar el porcentaje de remocién de metales pesados con Zeolita,
segun los diferentes parametros como pH, tiempo de contacto, cantidad
de metal, cantidad de adsorbente y tamafio de particula.

* Determinar el porcentaje de germinacién en las semillas de Lactuca
sativa y Allium cepa expuestas al efluente tratado con zeolita natural.

* Determinar el tamafo de la raiz e hipocotilo en las semillas de Lactuca

sativa y Allium cepa expuestas al efluente tratado con zeolita natural.
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 LA METALURGIA DEL ORO

Brown et al. 2009, define a la metalurgia como la ciencia y la tecnologia de la
extraccion de los metales de sus fuentes naturales y la preparacion para su uso
practico. Por lo general implica varias etapas como la extraccion desde los
yacimientos, concentracion o preparacion del mineral para su tratamiento,
reduccion del mineral para obtener el metal, refinamiento del metal y

aleaciones.

2.1.1 Técnicas de recuperacion del Oro
Uno de los procesos mas utilizados para recuperar el oro es aquel en donde se
utiliza carbon activado en pulpa de mineral (CIP). En este proceso el mineral es
reducido a tamafos finos (generalmente menores a 1mm) y es agitado en
tanques con cianuro en donde se produce la adsorcién del oro por parte del
carbon (Mas et al., 2005). El carbon activado es sometido después a un
proceso de desorcién, teniendo como resultado una solucion con alta
concentracion del metal que sera luego recuperado por electrodeposicion
(Alguacil, 1995). Existen también los procesos de adsorcion en columna (CIC) y

los que trabajan por lixiviacién (CIL), (Mular & Barratt, 2002).

Puesto que el carbdon activado también tiene la propiedad de adsorber
compuestos organicos (McGuire & Suffet, 1981), este luego es reactivado para
una proxima adsorcién. En la reactivacion se elimina los compuestos organicos
por medio del calentamiento a mas 600°C, y se restituyen los sitios activos,
alcanzando propiedades similares al carbén nuevo (Ania & Concepcion, 2011;
Ledesma Cano, 2013). La electrodeposicion es un método utilizado para la
recuperacion final del oro desde las soluciones obtenidas en el proceso de
desorcion o elucién del carbon cargado. En este proceso se aprovecha el paso
de la corriente eléctrica a través de una solucion conductora, provocando que
las especies metdlicas presentes (cationes) pasen hacia el polo negativo
(céatodo) de una celda electroquimica (Parillo Colque, 2014).
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2.1.2 Técnicas de refinacion del oro
Segun Brown et al. (2009), la refinaciébn es el tratamiento de un producto
metalico crudo, relativamente impuro, de un proceso metallrgico para
aumentar su pureza y definir mejor su composicion. El material cargado en los
catodos requiere refinacion posterior que se la puede realizar mediante las

siguientes técnicas:

2.1.2.1 Refinacion con Agua Regia

El agua regia es la mezcla de &cidos clorhidrico y nitrico en proporciones 3:1 0
4:1. Normalmente se aplica para refinar material con un alto contenido de oro,
en donde la plata no debe sobrepasar el 5 %, o que un alto contenido de cobre
permitiera el ataque acido, incluso en presencia de la plata. En esta técnica el
oro pasa a la disolucién acuosa, mientras que la plata se recupera mediante
cementacion. El oro se puede recuperar por reactivos precipitantes o por
extraccion con solventes. Se obtiene un metal del 99,99% de pureza (Alguacil,
1995; Ponce Sanchez, 2005).

2.1.2.2 Refinacién con Acido Nitrico

Este reactivo es eficiente para captar desde la disolucion los metales base y la
plata que se encuentran con el oro, sin embargo, los metales deben estar en
una relacion de 3:1, por ejemplo, tres partes de metales como la plata y el
cobre por una de oro. La plata y el cobre forman nitratos solubles y el oro no es
atacado por el acido. De la disolucion resultante, la plata se recupera por
precipitacion como cloruro de plata. El residuo que queda después de la
lixiviacion con acido nitrico se lava con acido clorhidrico y se funde. Se obtiene
una pureza del 99,9 % (Alguacil, 1995; Ponce Sanchez, 2005).

2.1.2.3 Refinacién con Acido Sulfarico
Asi mismo, como en el caso del &cido nitrico, se necesita de la aleacién con
plata o cobre del material aurifero para rebajar el contenido neto de este metal
precioso y permitir la lixiviacion con acido sulftrico, que en el caso de la plata,
la relacién Optima estd comprendida entre 2-5 Ag: 1 Au. La formacién de
sulfatos solubles al solubilizarse la plata y otros metales, da lugar a un residuo

en forma de arena aurifera que posteriormente se puede fundir. En el proceso
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de cobre con bajos costos y/o rendimientos. La plata se recupera de la

disolucién de lixiviacion mediante cristalizacion del sulfato de plata y
cementacion con hierro, zinc o bien directamente mediante cementacion de la

disolucién con cobre (Alguacil, 1995; Ponce Sanchez, 2005).

2.1.2.4 Procesos Miller y Wohlwill
El proceso Miller se basa en el paso de gas cloro a través del oro fundido, sin
refinar, haciendo que la plata y otros metales basicos se vuelvan sélidos y
floten en la parte superior. El oro de aproximadamente 98% de pureza luego es
electroliticamente refinado para eliminar el platino y el paladio. Por otro lado, el
proceso Wohlwill es un proceso electroquimico en donde se utiliza una barra de
95% de oro puro como un anodo y pequefias hojas de oro puro de 24 quilates
como catodo. Una corriente pasa a través del sistema, teniendo acido

tetracloroaurico como un electrolito; el oro puro se acumula en el catodo y se lo

puede fundir (Alguacil, 1995; Ponce Sanchez, 2005).

Tabla 1: Comparacién entre diferentes métodos de refinacion.

Tec_;nlcg,de Ventaja Desventaja Limitacion
refinacién
Disuelve los metales No es aplicable .
I _ base y la plata cuando hay presencia No permite _tratar
Acido Nitrico leyes superiores al

presentes en el
mineral a refinar

de platino, rodio o
iridio

30%

Acido Sulfdrico

Disuelve la plata y
otros metales que
forman sulfatos

La presencia de
plomo imposibilita la
refinacion

No permite tratar
leyes superiores al
30%

Obtencion de alta ley

La presencia de plata

Solo es aplicable

Agua Regia de mineral refinado tiende a formar el para leyes superiores
cloruro de plata al 95%
. Alta temperatura,
La presencia de plata . .
. Elevada pureza del ; tratamiento sucesivo
Wohlwill : permite obtener ;
oro refinado . . de algunos residuos
cétodos impuros
de oro
Formacion de finos .
Miller Elevada pureza del de oro en la celda Trabajo a muy

oro refinado

electrolitica

elevada temperatura

Fuente: Ponce Sanchez (2005).

2.1.3 Efluentes residuales de procesos metallrgicos

La contaminacién industrial es muy variada ya que las caracteristicas del agua

residual estan directamente relacionadas con su procedencia. La gama de
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metélicos, productos quimicos, hidrocarburos, detergentes, pesticidas,
productos radioactivos, contaminantes emergentes, entre otros (Garcia Garcia,
2004). Muchas industrias, como las de acabado de metales y las de mineria,
tienen problemas asociados con la contaminacion ambiental, debido a que
generan aguas de procesos 0 de escorrentia contaminadas con metales

pesados (Beyazit, Peker, & Ergun, 2003).

Mindiola et al., (2008), sefialan que en el proceso de refinacidon o purificacion
del oro, esta implicada la utilizacion de acidos, especies oxidantes, agentes
complejantes y reactivos quimicos diversos. Afirman también, que los efluentes
de los procesos de refinacion quimica del oro, en su caracterizacion
fisicoquimica, reportan valores de concentracion de iones metalicos de cobre,
plata, aluminio, sodio, zinc, niquel, y un pH que sobrepasan la normativa
ambiental, y afirman que los resultados de la caracterizacion por si solos no
muestran el grado de contaminacién que estos efluentes pueden estar
ocasionando. Por su parte Chan (2014), afirma que los residuos &cidos
evacuados por las industrias son mayormente peligrosos pues son residuos
diluidos de acidos clorhidrico, sulfurico y a veces nitrico. El método principal de
tratamientos es la neutralizacién, independientemente del grado de acidez o del

origen del residuo acido.
2.2 LOS METALES PESADOS

Segun Navarro-Aviiid et al. (2007), los metales pesados son aquellos
elementos quimicos que presentan una densidad igual o superior a 5g/cm?
cuando estan en forma elemental, o cuyo niumero atémico es superior a 20

(excluyendo a los metales alcalinos y alcalinotérreos), y se clasifican en:

Oligoelementos o micronutrientes: necesarios en pequefias cantidades para
los organismos, pero toxicos cuando exceden cierto nivel umbral. Incluyen
Arsénico, Boro, Cobalto, Cromo, Cobre, Molibdeno, Manganeso, Niquel,
Selenio y Zinc.
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Bario, Cadmio, Mercurio, Plomo, Antimonio, Bismuto.

Herbello Hermelo (2007), aclara que algunos metales son considerados
esenciales para los organismos vivos en niveles adecuados. Por ejemplo, el Fe
esta ligado a la hemoglobina y es fundamental para el transporte de oxigeno en
la sangre, el Co forma parte de la vitamina B1, y otros como el Cu, Mn, Zny Co

estan presentes en diversas reacciones enzimaticas.

Por otra parte Baird (2001), afirma que los metales pesados pueden resultar
muy toxicos para los seres humanos en concentraciones muy altas. El
mercurio, plomo, cadmio, arsénico, cobre, son los que presentan mayor peligro
ambiental debido a su uso continuo, alta toxicidad y amplia distribucion. A
diferencia de los compuestos organicos, los metales pesados son totalmente
no degradables y tienden a acumularse en organismos acuaticos y en los
tejidos vivos a lo largo de la cadena alimentaria (Marina Trgo, Medvidovi¢, &
Peri¢, 2011). La bioacumulacién significa un aumento en la concentracion de
un producto quimico en un organismo biol6gico en un cierto plazo, comparada

a la concentracion del producto quimico en el ambiente (Molina Ibafiez, 2003).

2.2.1 Contaminacion por metales pesados
La contaminacién se produce en varios tipos de aguas residuales industriales
provenientes de operaciones mineras, ingenieria metallrgica, procesos de
fabricacion de baterias, produccion de pinturas y pigmentos, ceramica y vidrio,
galvanoplastia y centrales nucleares. Las aguas residuales comunmente
incluyen Ni, Cu, Cd, Cr y Pb (Herbello Hermelo, 2007; S. Wang,
Terdkiatburana, & Tadé, 2008; Karatas, 2012).

Investigadores como Gavrilescu (2004) y Baker, Massadeh, & Younes (2009),
afirman que los niveles crecientes de metales toxicos que se descargan en el
medio ambiente como desechos industriales, representan una seria amenaza
para la salud humana, los recursos vivos y los sistemas ecoldgicos, en tanto
gue la descarga directa de estos desechos en el sistema de alcantarillado

podria afectar negativamente al posterior tratamiento biologico de las aguas
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en bajas concentraciones, se ha convertido en un problema de importancia
creciente por razones inclusive evolutivas y nutricionales (Nui¢, Trgo, Peri¢, &
Vukojevi¢ Medvidovi¢, 2013). Adicionalmente, informacion proporcionada por
Merrikhpour & Jalali (2013), revela que son muchos los elementos toxicos
descargados al medio ambiente y que estdn causando grave contaminacion del
suelo y agua. Metales como el cadmio, cobre, niquel y plomo son los que

comunmente se hallan en muchas aguas residuales industriales.

2.2.2 Toxicidad de los Metales Pesados
Segun Baker et al., (2009), la toxicidad de los metales depende de la forma
quimica del elemento, de la concentracion y la persistencia. Un elemento
indispensable para un ser vivo en concentraciones traza puede llegar a ser muy
toxico en concentraciones elevadas. Por ejemplo, la toxicidad del plomo como
el ion Pb*" y el Pb en forma de molécula covalente, difieren sustancialmente.
Navarro-Avifio et al. (2007), indican que la toxicidad se da frecuentemente por
la imposibilidad de un organismo afectado para mantener los niveles
necesarios de excrecion, agravandose el proceso (biomagnificacion) durante el
paso por las distintas cadenas troficas. La toxicidad de los metales pesados
radica en que son bioacumulables, pudiendo alcanzar niveles peligrosos en
microorganismos, peces Yy plantas, y ser transferidos a los seres humanos a
través de la cadena alimentaria. También se pueden acumular en los
sedimentos de las corrientes y solo se liberaran cuando se distribuyan durante
los periodos de flujos elevados (Kocasoy & S$ahin, 2007). Por su parte
Manahan (2006), explica que algunos metales como los de transicion estan
entre los méas dafiinos por su toxicidad en el ser humano y son de gran interés.
Se conoce que pueden precipitar biocompuestos de fosfato o catalizar su
descomposicion. La causa primaria del elevado nivel de toxicidad a nivel
guimico, es gue los metales pesados poseen una gran capacidad para unirse
con moléculas organicas. Algunos metales pesados tienen afinidad por el
azufre evitando la funcién normal de las enzimas y formando enlaces con ellas
a través de sus grupos con azufre, de ahi su mecanismo de accién toxica,
puesto que las enzimas, que controlan la velocidad de las reacciones

metabadlicas criticas en el cuerpo, no funcionan normalmente (Baird, 2001).
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2.2.3 Efectos sobre la salud
Los metales son esenciales para todos los organismos aerobios y anaerobios,
sin embargo se ha comprobado que su presencia en grandes cantidades afecta
seriamente a la salud humana. El cuerpo humano no puede procesar y
desechar los metales pesados y como resultado son depositados en varios
organos internos causando reacciones adversas y serios dafios en el salud
(Gavrilescu, 2004). Nava-Ruiz, & Méndez-Armenta (2011) destacan que los
metales pesados afectan los procesos celulares esenciales causando dafio
neuronal por estrés oxidativo, por la interferencia con calcio y por unién a
proteinas, lo que lleva a procesos de muerte celular (necrosis o apoptosis) en
el sistema nervioso central y periférico. Recalcan también que la severidad y el
dafio de estos metales dependen del tiempo, nivel de exposicion,
susceptibilidad de la persona y de la ruta por la cual el metal sea absorbido.
Son extremadamente toxicos a concentraciones de trazas y causan dafio al
ADN, producen cancer e inducen efectos clastogénicos y aneugénicos
incluyendo mitosis y alteracion de la citocinesis (Zanin et al., 2017b). Por otro
lado, Garcia et al. (2005); Navarro-Aviiid et al. (2007) y Calao & Marrugo
(2015), citan algunas enfermedades asociadas con ciertos metales pesados
(arsénico, cadmio, plomo, mercurio) y son: bronquitis; cancer de esoéfago,
laringe, prostata, rifién, pulmon y vejiga; hepatoxicidad; enfermedades
vasculares; enfermedades respiratorias (enfisema); nefrotoxicidad; afecciones
al sistema reproductor (infertilidad); alteraciones neuroldgicas; hipertension;
enfermedades vasculares y 6seas; anemia, dafios al sistema nerviosos central,

entre otros.

Haciendo hincapié en las alteraciones neurologicas, Garcia et al. (2005) y
Okoye, Ejikeme, & Onukwuli (2010), sefialan que los principales efectos de la
exposicion fetal e infantil a niveles incrementados, generaria déficit de atencién,
disminucién del rendimiento escolar, impulsividad, agresividad y conducta
delictiva; retraso mental, alteraciones visuales, trastornos de hiperactividad y
aprendizaje, disminucion del coeficiente intelectual. Navarro-Avifio et al. (2007),
recalcan la gran afinidad de los metales pesados (como principales ligandos)
por grupos sulfhidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo. Tales

uniones ligando-metal puede ser muy perjudiciales para la célula,
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presentandose posteriormente fendmenos de estrés oxidativo, que ocasio:an
dafios como: inactivacién de proteinas y enzimas, peroxidacion lipidica de
membranas y efectos dafinos sobre el ADN (Calao & Marrugo, 2015). Es
necesario considerar que los efectos, ante la presencia de varios metales,
pueden ser tanto toxicamente sinérgicos o antagonicos (reduccién de la
toxicidad al mezclase) por lo que es dificil dar una buena prediccién sobre los
efectos reales de los contaminantes en el medio, ya que estos pueden no
matar a la persona pero producir dafios a nivel genético o fisiolégico. Los iones
Cu?* y Pb* son dos contaminantes catiénicos importantes. La presencia de
exceso de plomo en el agua potable causa enfermedades como anemia,
encefalopatia y hepatitis. Los iones cobre pueden depositarse en el cerebro, la
piel, el higado, el pancreas y el miocardio, causando graves efectos
toxicolégicos en humanos y animales (S. Wang, Terdkiatburana, & Tadé,
2008).

2.2.3.1 El Plomo
El plomo lidera la lista de amenazas ambientales porque es altamente téxico.
Este metal es retenido por érganos como el higado, corteza y médula renal,
vaso y pulmén, durante largo tiempo (Molina Ibafiez, 2003), incluso en baja
concentracion, se ha demostrado que el plomo causa dafio cerebral en los
ninos (P. C. Mishra & Patel, 2009). Generalmente el plomo ingresa al
organismo a través de la cadena alimentaria, ya que muchos metales se
concentran en plantas y animales, especialmente en peces (BiSkup & Suboti¢,
2000). Los sintomas téxicos son anemia, insomnio, dolor de cabeza, mareos,
irritabilidad, debilidad de los masculos, alucinaciones y dafios renales (Buasri,

Chaiyut, Phattarasirichot, Yongbut, & Nammueng, 2008).

2.2.3.2 El Cobre
El cobre por su parte, es uno de los metales pesados que mas esta presente
en las industrias como las de mineria, metalurgia, petrdleo, elaboracion de
colorantes, pigmentos, fundiciones, galvanoplastia, entre otros (Stylianou,
Inglezakis, Moustakas, Malamis, & Loizidou, 2007). Las especies de cobre en
las aguas residuales industriales y mineras son: ion cobre (Cu®*), carbonato de

cobre (CuCOg3), hidroxido de cobre (CuOH,) y complejos de cobre organico de

Pablo Alfonso Valdez Padrén — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 32



| Df CoaCA
7

=
los cuales las concentraciones pueden alcanzar hasta 120-500mg/L. La ingesta

UNIVERSIDAD DE CUENCA g%

de cobre por encima de 1.3mg/L puede causar problemas en el sistema
digestivo, dafio renal y hepatico y mutacién del ADN (Korkmaz, Ozmetin, Ali
FiL, & Yasar, 2013). El cobre también es muy peligroso para la vida acuética ya
que en concentraciones inferiores a 1mg/L puede resultar toxico para algunos
peces (Kocasoy & Sahin, 2007).

2.2.4 Metales pesados en suelos, plantas y animales

Las plantas que se desarrollan en suelos contaminados absorben en general
mas oligoelementos y la concentracién de éstos en los tejidos vegetales esta
directamente relacionada con su abundancia en los suelos. Si las
concentraciones de metales pesados en el suelo es excesiva, se generaria un
impacto en la calidad de los alimentos, en la produccién de cultivos y en la
conservacion del medio ambiente, debido a que estos se mueven a través de la
cadena alimenticia, provocando una biomagnificacion que afecta a su vez a los
animales y sobre todo a los seres humanos (Puga et al., 2006). Sin embargo, la
toxicidad de los metales depende de la biodisponibilidad (fracciones solubles
en agua y disponibilidad para las plantas) mas que la concentracién total (Jiwan
et al., 2013). Segun mencionan Prieto Méndez, Gonzalez Ramirez, Roman
Guitiérrez, & Prieto Garcia (2009), la absorcién y posterior acumulacion
depende de la movilidad que tienen los metales desde la solucidén presente en
el suelo, hacia la raiz de la planta. La bioacumulacion en plantas se refiere a la
agregacion de contaminantes; algunos de ellos son mas susceptibles a ser
fitodisponibles que otros. La movilizacion de metales pesados en el suelo
también esta influida por factores como: el pH, potencial redox del suelo, la
composicion ionica de la solucion del suelo, la capacidad de intercambio
cationico y/o anibnico, la presencia de carbonatos, materia organica, textura,
entre otras (Sahuquillo et al., 2003). Cuanto mayor sea la acidez, mas solubles
y moviles se vuelven los metales y es mas probable de que se absorban y
acumulen en las plantas. Algunas especies son resistentes al metal, en cambio
otras acumulan en la parte aérea en forma no toxica. Ciertas plantas son
capaces de acaparar cantidades excesivas de metales pesados
(hiperacumuladoras) y son plantas caracteristicas de suelos altamente
contaminados (Prieto Méndez et al., 2009; Martin & Griswold, 2009).
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normal y desarrollo de las plantas, clorosis de las hojas, alteraciones en los
procesos fotosintéticos de las plantas, inhibicién de las actividades enzimaticas,
desequilibrio hidrico, una baja poblacion microbiana en el suelo, alteraciones
en la permeabilidad de la membrana, alteracién en la nutricibn mineral, entre
otras (Navarro-Avifig et al., 2007; Yadav, 2010). Todos los metales pesados, a
pesar de que algunos de ellos son micronutrientes esenciales, tienen sus
efectos toxicos sobre los organismos vivos a través de la interferencia
metabdlica y la mutagénesis (Govind, 2014), sin embargo las plantas
expuestas a concentraciones excesivas de metales pesados alteran la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La sobreproducciéon de
ROS y la aparicion de estrés oxidativo en las plantas, podria ser la

consecuencia indirecta de la toxicidad de los metales pesados (Yadav, 2010).

Llugany et al. (2007), afirman que los elementos metalicos pueden filtrarse en
aguas subterraneas y afectar la cadena alimenticia, ya que no se eliminan de
los sistemas acuaticos por métodos naturales y se enriguecen con sustancias
organicas minerales. En este sentido, los animales también pueden retener
metales al comer plantas, peces o beber agua contaminada. Los metales
toxicos al no ser excretados por los animales, se almacenan principalmente en
los 6rganos, asi como en la piel, el cabello y los huesos (Martin & Griswold,
2009; Govind, 2014).

2.2.5 Normativa sobre los metales pesados Pb y Cu
En el Anexo 1 del Libro VI del Texto Unificado de Legislacién Secundaria del
Ministerio del Ambiente, se da a conocer la Norma de Calidad Ambiental y de
descarga de efluentes: Recurso Agua, en donde constan los limites maximos
permisibles en lo que respecta a la descarga al sistema de alcantarillado
publico. A continuacion se presentan los valores permisibles correspondientes

a los parametros de Cu y Pb.
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Limite maximo

Pardmetros Unidad .
permisible

Cobre mg/L 1,0

Plomo mg/L 0,5

Fuente: Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente (2015).

2.3 TECNICAS DE REMOCION DE METALES PESADOS DE EFLUENTES
INDUSTRIALES

2.3.1 Métodos convencionales

Precipitacion Quimica: requiere el uso de productos quimicos y la adicién de
coagulantes tales como alumbre, cal, piedra caliza, sales de hierro y otros
polimeros organicos. La reaccion de estos productos quimicos con los iones de
metales pesados, forman precipitados insolubles. Los procesos convencionales
de precipitacion quimica incluyen la precipitacion de hidroxidos y la
precipitacion de sulfuros (Ahalya, Ramachandra, & Kanamadi, 2003; Fu &
Wang, 2011).

Intercambio I6nico: es el proceso mediante el cual un ion se elimina de una
solucion acuosa y es reemplazado por otra especie ionica (Keng, Lee, Ha,
Hung, & Ong, 2014). El intercambio se da comunmente con matrices que son
resinas de intercambio i6nico, ya sea resina sintética o natural (Barakat, 2011).

Deposicion electroquimica: este proceso usa electricidad para pasar una
corriente a través de una solucion acuosa portadora de metal que contiene una

placa de catodo y un anodo insoluble (Barakat, 2011).

Filtracibn por membrana: en esta técnica estdn los procesos de:
ultrafiltracion, nanofiltracion, 6smosis inversa y la electrodialisis. Estos procesos
implican el uso de membranas semipermeables para la recuperacion de iones
metalicos (6smosis inversa y electrodialisis) y de membranas de diferente
porosidad impulsadas a diferentes presiones (ultrafiltracion y nanofiltracion)
(Ahalya et al., 2003; Ahluwalia & Goyal, 2007).
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para el tratamiento de aguas residuales. Es de gran acogida debido a la
flexibilidad en el disefio y la operacion, la alta eficiencia de eliminacion y la
posibilidad de que la mayoria de los adsorbentes puedan regenerarse y
reutilizarse mediante un proceso adecuado de desorcion (Keng et al., 2014).
Con este método se puede eliminar una amplia variedad de contaminantes ya
que es de alta capacidad, cinética rapida y posiblemente selectiva.
Dependiendo de la estructura fisica del adsorbente, se puede evaluar el
rendimiento de este método (Rubio et al., 2015). Los procesos de adsorcion por
carbon activado y la adsorcidon con nanotubos de carbono, son parte de este
sistema convencional (Fu & Wang, 2011). Otros métodos convencionales
empleados para la remocion de metales son: la electrocoagulacion;
electroflotacion; cementacion; coagulacion-floculacion; flotacion;
electrofloculacion y fotocatélisis en la degradacion de metales pesados
(Ahluwalia & Goyal, 2007; Rubio et al., 2015).

Aunque todas las técnicas de tratamiento de aguas residuales pueden
emplearse para la eliminacion de metales pesados, éstas tienen sus ventajas y
limitaciones propias. A continuacibn se da a conocer algunas ventajas y

desventajas de algunas técnicas de remocién de iones metalicos.

Tabla 3: Ventajas y desventajas de diferentes métodos convencionales en la
eliminacion de metales pesados.

Método Ventajas Desventajas

El proceso se ve afectado por un pH
bajo y la presencia de otras sales
Es efectiva por ser relativamente (iones); requiere una gran cantidad
sencilla de operar, econdémica y de productos quimicos y genera
selectiva. excesiva cantidad de lodo
contaminado que requiere
tratamiento adicional.

Precipitacién
guimica

La matriz se ensucia facilmente con
sustancias organicas y otros solidos;
no es selectivo y es altamente

Alta capacidad de tratamiento de sensible al cambio de pH de la

agua residual; alta eficiencia de solucidn. La regeneracion de las
eliminacién y la rapida cinética. resinas de intercambio con reactivos
guimicos, puede causar una
contaminacion secundaria grave.
Alto costo de energia.

Intercambio
l6nico
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Deposicion
electroquimica

Es una tecnologia "limpia" sin
presencia de residuos permanentes
para la separacion de metales
pesados. No produce muchos lodos.

La corrosion hace que los electrodos
sean reemplazados frecuentemente.
Alta inversion de capital inicial y
costoso suministro de electricidad.

La 6smosis
inversay
electrodidlisis

Alta eficiencia, operacion facil y
ahorro de espacio. Eliminar una
amplia gama de especies disueltas
del agua.

Costo de operacion elevado;
formacioén de hidréxidos metéalicos
en la electrodialisis que obstruyen la
membrana.

Generacién de lodo contaminado
con metales; el alto costo; la
complejidad del proceso;
ensuciamiento de la membranay el
bajo flujo de permeado.

Facilidad de operacion; confiabilidad
y consumo relativamente bajo de
energia; alta eficiencia de
eliminacién de contaminantes

Ultray
nanofiltracion

Fuente: (Ahalya et al., 2003; Ahluwalia & Goyal, 2007; Barakat, 2011; Fu & Wang, 2011; Rubio
et al., 2015).

2.3.2 Métodos no convencionales

Dentro de los métodos no convencionales se encuentran generalmente los
procesos de adsorcion. Segun explica Rubio et al. (2015), la adsorcion es un
proceso de transferencia de masa por el cual una sustancia se transfiere desde
la fase liquida a la superficie de un sélido. EI método es efectivo y econdémico
para el tratamiento de aguas residuales de metales pesados, ya que ofrece
flexibilidad en el disefio y operacion, pudiendo generar efluentes tratados de
alta calidad. Ademas, debido a que la adsorcidon es a veces reversible, los
adsorbentes se pueden regenerar mediante un proceso de desorcion adecuado
(Fu & Wang, 2011).

Algunos procesos de adsorcion dentro de esta rama son:

e La Biosorciéon: puede definirse como la capacidad de los materiales
bioldgicos para acumular metales pesados a partir de aguas residuales a
través de vias de absorcion fisicoquimicas o metabolicamente mediadas
(Ahalya et al., 2003). Las principales ventajas de la biosorcidon son su
alta efectividad para reducir la concentracion de iones metalicos (incluso
en soluciones acuosas muy diluidas) y el uso de biosorbentes de bajo
costo. Los biosorbentes tipicos pueden provenir de tres fuentes:
biomasa no viva (corteza, lignina, camaron, kril, calamar, caparazon de
cangrejo, etc.); biomasa microbiana (bacterias, hongos y levadura) y
biomasa de algas (Gavrilescu, 2004; Fu & Wang, 2011). Todos son
considerados por su amplia disponibilidad, por su bajo costo y adsorcion

rapida (Fu & Wang, 2011), sin embargo la eficiencia de la biosorcion
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depende de muchos factores como: la capacidad, afinidad vy
especificidad de los biosorbentes y sus condiciones fisicoquimicas en

los efluentes (Ahluwalia & Goyal, 2007).

e Adsorbentes de bajo costo: entre los procesos no convencionales de
bajo costo se destacan la adsorcion con desechos de operaciones
industriales (cenizas volantes, carbon y 6xidos); con materiales naturales
organicos (quitosano) e inorganicos (zeolitas, arcillas); adsorcién con
biopolimeros, hidrogeles, perlas de silice, plantas o desechos
lignocelulésicos y la fitorremediacion. Estos son algunos de los
adsorbentes empleados para remover colorantes idnicos, metales
pesados, materiales radioactivos, entre otros contaminantes organicos e
inorganicos generados por efluentes industriales (Sljivi¢, Smigiklas,
Pejanovi¢, & Plec¢as, 2009; Wang & Peng, 2010; Rubio et al., 2015).

Los adsorbentes de bajo costo parecen ser una excelente opcion para la
remocion de metales pesados sin inconvenientes comunes de otros métodos.
Las zeolitas tienen una gran area superficial, alta capacidad de intercambio
iGnico y una estructura de poros tetraédrica adecuada que las convierten en un
excelente adsorbente para la eliminacién de metales pesados de soluciones
acuosas (Khodadadi, Malekpour, & Ansaritabar, 2017).

2.4 LA ZEOLITA NATURAL

2.4.1 Generalidades
Este mineral como un gran recurso potencial se encontré por primera vez en
1756 y se extrae en varios depositos en todo el mundo. Actualmente se
produce sintéticamente, adaptando sus propiedades para aplicaciones
especificas (Shi et al., 2009). Contiene alumino-silicatos hidratados, cationes
alcalinos y alcalino-térreos en una estructura cristalina tridimensional de
tetraedros de SiO4y AlO4los que estan unidos a través de atomos de oxigeno
(Montalvo, 2012). La sustitucién de Si** por APF*y la presencia de grupos
funcionales superficiales (OH"), define la carga negativa de la estructura, la cual

es compensada por cationes de metal alcalino y alcalinotérreo. Por lo tanto, las
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carga negativa sobre la superficie (Mozgawa, Krol, & Pichér, 2009; Margeta,
Logar, Silieg, & Farkas, 2013).

Los cationes de metales pesados pueden inmovilizarse en este adsorbente
mediante dos mecanismos: intercambio idnico y quimisorcion. El intercambio
i6nico implica la sustitucion de iones presentes en la red cristalina de la zeolita
por iones metalicos de la soluciébn. En la quimisorcion, la formacion de
complejos de esfera externa puede dar lugar a la creacion de enlaces quimicos
fuertes entre la superficie del mineral y los metales. Esto se debe al hecho de
que grupos funcionales OH™ forman enlaces quimicos fuertes con iones

metalicos fuera de la envolvente de hidratacion (Mozgawa et al., 2009).

De acuerdo a Montalvo (2012), la estructura de la zeolita esta caracterizada
por:

e La capacidad de ganar y perder agua reversiblemente y adsorber
moléculas de determinados tamafios (tamizador molecular).

e Intercambiar sus iones catiénicos (Na*, K*, Ca?*, Mg?*) sin sufrir cambios
significativos en su estructura (actia como intercambiador de iones o
adsorbente para compuestos inorganicos u organicos (Jiwan et al.,
2013; Koshy & Singh, 2016).

e Buena capacidad catalitica debido a su gran area superficial (24,9m?(g).

e Capacidad de regeneracion.

2.4.2 Propiedades
Para Morali (2006) y Curi et al. (2006), la utilidad de las zeolitas depende
principalmente de sus propiedades de intercambio i6nico y de adsorcién, que
se atribuyen principalmente a:
 lones intercambiables relativamente inocuos (Na*, K*, Ca®* y Mg?*) que
proporcionan capacidades de intercambio ionico.
e Estructura porosa y disponibilidad de grandes volumenes de espacio
interno  (Kapanji, 2009). Con poros suficientemente anchos, las
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moléculas adsorbidas forman una monocapa y a medida que aument:;la
adsorcion se van formando multicapas.

e Composicion quimica especifica (relacion Si/Al, capacidad de
intercambio catidnico, etc.).

e Varias superficies cargadas negativamente. La polaridad superficial y la
distribucion del tamiz molecular corresponden a la afinidad por

sustancias polares como el agua (Kapaniji, 2009).

Las zeolitas naturales tienen sus ventajas ante otras resinas organicas
comunmente usadas porque son baratas; tienen una excelente selectividad;
son de tamafio compacto y permiten un mantenimiento sencillo y econémico en
las aplicaciones a gran escala (Margeta et al.,, 2013). Por otra parte, un
pretratamiento de este adsorbente mejora su capacidad de intercambio idnico y
la eficiencia de eliminacion debido a su acondicionamiento (Barakat, 2011). Por
ejemplo, el uso de zeolitas sintéticas baratas como la zeolita 4A puede ser una
alternativa, ya que tiene una composicion quimica definida y una capacidad de
intercambio catidnico alta y constante (BiSkup & Suboti¢, 2000), sin embargo,
los estudios sobre este tipo de zeolitas tienden a centrarse en la determinacion
de los parametros termodinamicos, y en general, no se han considerado para

aplicaciones ambientales (Pitcher, Slade, & Ward, 2004).

Una desventaja de usar zeolita natural para el tratamiento del agua residual en
lugar de la sintética, es la alta capacidad de intercambio de los cationes tales
como AP*, Ca®*, Fe* y Mg? presentes en el agua residual, los cuales
competirdn con los cationes téxicos como por ejemplo Cu®* y Zn?*. Estos
estudios han proporcionado una base para futuras investigaciones (Kocasoy &
Sahin, 2007). Otro problema con la zeolita es su separacion después de los
procesos de adsorcion, pero el problema se podria resolver modificandolas
magnéticamente, ya que asi se pueden separar convenientemente de las

soluciones usando un iman externo (Khodadadi et al., 2017).

2.4.3 Tipos de Zeolita
Montalvo (2012), explica que existen cerca de 50 tipos de zeolitas naturales
con diferentes composiciones mineraldgicas dependiendo de su estructura y la
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relacion Si/Al. De este grupo de minerales los mas importantes, segln
Markovic et al. (2015), son: analcita, clinoptilolita, heulandita, fillipsita. A

continuacion en la tabla 4, se detallan las zeolitas mas comunes.

Tabla 4: Tipos de zeolitas y su relacion Si/Al.

Tipo de zeolita Rango relacion Si/Al
Analcita 1,00 - 3,00
Clinoptilolita 2,92 -5,04
Chabazita 1,43 -4,18
Edingtonita 1,00 — 2,00
Erionita 3,05-3,99
Faujasita 1,00 - 3,00
Ferrierita 3,79-6,14
Heulandita 2,85-4,31
Laumontita 1,95-2,25
Mordenita 4,19 -5,79
Natrolita 1,50
Fillipsita 1,45 -2,87
Stibilita 2,50- 5,00
Wairakita 2,00

Fuente: Montalvo (2012).

La clinoptilolita con formula quimica (Na, K, Ca),-3Al3(Al, Si)2Si1303612H,0, es
una de las mas abundantes y se encuentra en depdsitos grandes con una
pureza suficientemente alta, por lo que ha recibido amplia atencion debido a su
buena capacidad para adsorber cationes de metales pesados tales como Pb**,
Cd?*, Zn**, Cu®" y Ni**. Las rocas zeoliticas caracteristicas contienen entre 60 a
90% de clinoptilolita, siendo el resto principalmente feldespatos, arcillas, vidrio
y cuarzo (Can, Balkése, & Ulku, 2010). Su composicion quimica se caracteriza
por variaciones notables en la relacion Si/Al (entre 4 y 5,5), asi como por la
capacidad maxima de intercambio de hasta 2,6meq/g (Cagin, 2006; Minceva et
al., 2008). Este tipo de zeolita tiene la capacidad de eliminar pequeiias
concentraciones de metales pesados y ademas tiene preferencia por cationes
mas grandes como el Amonio (NH4") que esta presente en algunos efluentes
residuales municipales. De igual manera, su aplicaciéon se ha extendido en

actividades agricolas y acuicolas (Mumpton, 1999; Coruh et al., 2009).
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Margeta et al. (2013) dan a conocer la selectividad de la clinoptilolita hacia
metales alcalinos en la secuencia: Cs* > K* > Rb” > Na" > Li* y hacia los
metales alcalinotérreos: Ba?* > Sr** > Ca?* > Mg?*. Por otra parte, la selectividad
frente a iones de metales pesados (cationes) se presenta en la serie: Pb?* >
Cd?* > Cu®** > Co?** > Cr** > Zn** > Mn?" > Hg?*, y por aniones en la serie: SO4*
>1">NO3 >HCrO4 >Br >CI' > OH.

2.4.4 Aplicaciones
Debido a sus caracteristicas adsorbentes, la zeolita ha sido empleada en varias
investigaciones para evaluar su eficiencia en varios ambitos. Autores como
Mumpton, 1999; Morante, 2004; Londofio Benitez et al., 2012 y Montalvo,
2012, dan a conocer algunas aplicaciones de este mineral en diferentes
campos, entre los cuales tenemos:

e Filtro purificador de agua residual de procesos agroquimicos vy
tratamiento de efluentes industriales, aguas servidas, residuos
radioactivos, desechos y precipitaciones nucleares.

e Agricultura y acuicultura.

e Adsorbente en la remocion de amonio, cesio, estroncio y varios metales
pesados.

e Catalizadores de reacciones bioquimicas y quimicas, en cultivos de
microalgas.

e Desodorizante en instalaciones de cria de animales.

e Depuracion de gases. La zeolita es usada como adsorbente de ciertos
gases toxicos como el SO,, CO, y los gases NOy.

e Limpieza en derrames de aceites.

e Produccion de oxigeno.

e Produccion de papel.

e Su uso con paneles solares puede generar aire acondicionado por la
capacidad que posee para adsorber y liberar calor de la radiacion solar.

e Purificacion de hidrocarburos, fertilizacion y remediacion de suelos (por
su alta capacidad de intercambio i6nico y retencion de agua).

e Lechos para mascotas.

e Produccion de cementos y hormigon.
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¢ Aditivo en alimento para animales.

e Uso medicinal.

Debido a su gran area superficial, la zeolita es capaz de retener coloides,
enzimas o microorganismos tan grandes como las bacterias, convirtiéendose en
un biofiltro eficaz en comparacion con particulas de menores areas
superficiales, tales como lechos de arena de cuarzo (Kalld, 2001). Segun Shi et
al. 2009, se ha demostrado que la zeolita favorece a la formacion de una
“biocapa” que coadyuva al crecimiento adicional de plantas en suelos limpios y
contaminados con metales pesados, porque ajusta el valor del pH del suelo en
forma adecuada sin importar nuevas contaminaciones. Al adicionarla en los
suelos, se incrementa tanto la capacidad de intercambio catiénico como el pH
en la mayoria de los casos en que es utilizada. Este mineral, al retener el agua,
conlleva a disminuir la concentracion de nitratos presentes en la lixiviacion del
suelo, proporcionando un medio de mayor disponibilidad de nutrientes para las
plantas (Londofio Benitez et al., 2012). Shavandi, Haddadian, Ismail, Abdullah,
& Abidin (2012), afirman que a pesar de varias investigaciones que mostraron
la viabilidad del mineral para la eliminacion de metales pesados de la solucion
acuosa en diversas condiciones experimentales, se han realizado estudios
limitados sobre la capacidad de eliminacion de metales pesados en aguas

residuales industriales reales.

2.4.5 Pretratamientos de la zeolita
El pretratamiento de las zeolitas puede mejorar significativamente la capacidad
de adsorcidbn para materia organica y aniones, aumentar la resistencia
mecanica, la resistencia a los ambientes quimicos y las operaciones de
columnas (Margeta et al., 2013). La capacidad de adsorcion para un anion en
particular se define principalmente por el tipo de modificacion fisicoquimica
realizada en la superficie de la zeolita y la regeneracion de la misma (Han, Zou,
Li, Li, & Shi, 2006; Margeta, Stefanovi¢, Kauci¢, & Logar, 2015). Las
propiedades adsorbentes se pueden modificar por tratamiento Unico o
combinado, como calentamiento y modificacion quimica usando acidos/bases,
sales inorganicas y O6xidos metalicos. Con el tratamiento previo del mineral se

aumenta el contenido en un solo catién (forma homoidnica), por lo tanto, antes
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de cualquier proceso de intercambio idnico, ciertos iones de la estructura del
adsorbente se eliminan por pretratamiento y se presentan mas facilmente
desprendibles (Gunay, Arslankaya, & Tosun, 2007; Margeta et al., 2013). A
continuacion se presentan tres tratamientos aplicados a la zeolita para mejorar

su rendimiento como adsorbente (Margeta et al., 2013).

e Modificacién con sales
La modificacibn quimica con sales inorganicas como NaCl, CaCl,, BaCl,,
NH4Cl, FeCls, o un agente tensioactivo catiébnico como el bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (Ci9H42BrN), permite mejorar las propiedades de la
zeolita y aumentar su eficiencia en el tratamiento del agua. Esta modificacion
puede dar lugar, en menor o mayor medida, a la creaciéon de un sistema de
adsorcién sobre la superficie y a la modificacion de la carga superficial (de

negativo a positivo).

e Modificacion con tratamiento acido/base
La estructura de la zeolita y sus propiedades quimicas y fisicas pueden ser
modificadas con bases inorganicas como el NaOH y el Ca(OH),, o soluciones
acidas de HCIl o HNOs;. El tratamiento con acido es uno de los métodos més
comunes y sencillos para la modificacion de la zeolita, sin embargo, la
efectividad del tratamiento acido depende de la composicion quimica, la
estructura, la pureza de los minerales y las condiciones de trabajo. Una
consecuencia de la modificacion con acido, es la disolucion de algunos

materiales amorfos que bloquean los poros de las zeolitas.

e Modificacion por tratamiento hidrotérmico
El tratamiento térmico a alta temperatura, dependiendo de la muestra sélida y
la temperatura utilizada, puede mejorar el volumen de poro al eliminar las
moléculas de agua y los elementos organicos de los canales de poro. Para
permitir el uso eficiente de zeolitas en el tratamiento de aguas, es importante
conocer las propiedades de deshidratacion y estabilidad estructural de algunas

zeolitas.
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2.4.6 Regeneracion de la Zeolita

Para mantener un rendimiento efectivo del adsorbente, es necesario determinar
el proceso de regeneracion adecuado. La naturaleza reversible del intercambio
idnico hace que el proceso de regeneracion de la zeolita sea muy importante,
ya que los procesos se vuelven econdmicos debido a que zeolita puede ser
reutilizada durante un par de ciclos antes de que las estructuras se agoten. Los
iones de metal adsorbidos pueden ser recuperados y reutilizados. En el
proceso regenerativo se va incrementando la concentracion de iones OH" en el
sistema y se puede lograr mediante el uso de regenerantes alcalis tales como:
NaOH, KOH, Ca(OH), y LIOH (Rivera & Pifia, 2002; kapanji, 2009; Koshy &
Singh, 2016).

En un estudio realizado por Tapia, Pavez, Santander, Aguilar, & Miranda
(2011), se dio a conocer que después de la aplicacion de zeolita en la remocién
de cobre, esta puede ser regenerada mediante una aplicacion de una solucién
de cloruro de sodio (NaCl), liberandola de esta forma de los iones cobre
adsorbidos. De esta misma forma, Petruzzelli, Pagano, Tiravanti, & Passino
(1999), encontraron que la regeneracion de clinoptilolita con solucién de NaCl
1M de pH=4,5, permite preservar las propiedades de intercambio i6nico de la

zeolita y la gran recuperacién (aproximadamente 40%) de los iones Pb?".

2.4.7 La zeolita natural en laremocion de metales pesados
Las zeolitas naturales, han sido estudiadas extensamente para la eliminacion
de metales pesados de aguas residuales debido a su amplia disponibilidad y
bajo costo (Pitcher et al.,, 2004). Varios estudios sobre la capacidad de
remocion de metales pesados por parte de las zeolitas, han estado centrados
principalmente en la identificacion de la capacidad de intercambio cationico de
diversos metales (Cabrera, Gabaldén, & Marzal, 2005). Desde hace varios
afos, este mineral ha sido aplicado en la remediaciébn por contaminacién
ambiental debido a su capacidad de adsorcion. Su uso ultimamente ha servido
para el tratamiento de muchos residuos industriales, incluyendo los metales
pesados (Montalvo, 2012). Numerosos estudios para la remocién de metales
como Fe, Cu, Zn y Mn a partir de soluciones patron o efluentes reales

provenientes de minas, han demostrado que la zeolita llegd a remover hasta un
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acondicionadas con o6xidos de hierro (Rivera & Pifia, 2002) y con éxidos de
magnesio (Mejia-Zamudio et al., 2009) demostraron que son efectivas en la
adsorcion de arsénico; las sintetizadas con cenizas volcanicas dieron buenos
resultados en la eliminacion de amonio y otros metales pesados como Cu, Zn,
Cr, Ni y Pb (Rios et al., 2011). Asi mismo, las zeolitas recubiertas con oxido de
manganeso fueron evaluadas en la eliminacién de iones de Cu®* y Pb®', en
experimentos de equilibrio discontinuos (Zou, Han, Chen, Shi, & Hongmin,
2006) y en experimentos por columna (Han, Zou, Li, Li, & Shi, 2006);
obteniéndose buenos resultados con la siguiente selectividad: Pb?* > Cu?".
Pavon et al. (2009) pudieron demostrar que la zeolita puede remover metales
como Pb, Cd, Cu, Zn, Fe y Ni, en tratamientos de potabilizacion de agua,
mostrandose una afinidad por el plomo con un 99% de adsorcion, mientras que
en otra investigacion en soluciones acuosas, se logré6 determinar una
selectividad de: zn** > Cd** > Ni** (Pavén, Campos, & Olguin, 2000). En
experimentos para tratamientos de vertidos acidos de minas con presencia de
Mn, Cu, Zn y Cd, se determind mayor afinidad de la zeolita por el Cu
(Wingenfelder et al., 2005; Curi et al., 2006; Markovic et al., 2015). El cobre es
considerado el metal de mayor atencion y comunmente utilizado en muchas
aplicaciones industriales (Al-Saydeh, El-Naas, & Zaidi, 2017), por lo que ha
sido objeto de estudio por varios autores en experimentos de remocion. Tapia
et al. (2011), realizaron pruebas de reaccion tipo “batch” y determinaron que
una granulometria menor de la zeolita efectiviza la adsorcion de Cu (99% de
adsorcion). Sljivic, Smigiklas, Pejanovié, & Ple¢as (2009) y Stojakovic et al.
(2011) en pruebas de adsorcién de iones de Cu®" utilizando zeolita, arcilla y
diatomita de Serbia, estudiaron varios parametros como pH, temperatura y
concentracion inicial, sefialando que, ante el resto de adsorbentes, la zeolita
resulté eficaz para la inmovilizacion de cobre, trabajando a un pH<6 para evitar
precipitacion (pH optimo=5). En Ecuador se han realizado estudios con tres
yacimientos de zeolita para determinar la capacidad de adsorcién de cationes
de plomo, cobre, zinc, amonio y protones H*. Se probo que las zeolitas de la
costa de Ecuador, tienen una selectividad de cationes en el siguiente orden: H*
> Pb* > Cu®*" > zZn* que fueron tratados a la misma velocidad de flujo
(Morante Carballo, 2004).
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Los investigadores Wang, Terdkiatburana, & Tadé (2008) usaron ze;ﬁta
natural para la adsorcion de metales pesados Cuy Pb en solucion acuosa,
tanto en sistemas de componente Unico y componente binario, pudiendo
determinar excelentes capacidades de adsorcién para dichos metales (23 y
68mg/g respectivamente). Del mismo modo, en estudios con sistemas
multicomponentes, se ha investigado el comportamiento de iones metalicos
durante su remocion con la zeolita. Ouki & Kavannagh (1997) aplicaron la
clinoptilolita y la chabazita para la adsorcion de metales pesados, obteniéndose
como resultado las secuencias de selectividad de la siguiente manera:
chabacita Pb* > Cd** > zn*' > Co*' > Cu** > Ni** > Cr*"; y clinoptilolita Pb?* >
Cu?* > Cd*" > zn** > Cr** > Co*" > Ni**. Por su parte Mihaly-Cozmuta et al.
(2014), en experimentos multicomponentes, precisaron una selectividad a
pH=4 de: Pb*" ~ Cd** > Mn?* > Zn** > Co*" > Cu®*" > Ni**; sefialando que la
adsorcién estaba ampliamente influenciada por el valor del pH en la solucién, e

identificAndose también una marcada afinidad del plomo por la zeolita.

Parametros como profundidad de lecho y tiempo de contacto, han sido
evaluados por Nui¢ et al. (2013) en su estudio para la eliminacién de iones Pb y
Zn de soluciones acuosas binarias en lecho fijo de clinoptilolita y revelaron que
la adsorcion era mejor a profundidad del lecho mayor y con tiempos de
contacto mas largos. En este mismo contexto, en un estudio de columna,
Vukojevi¢ Medvidovié, Peri¢, & Trgo (2006) explicaron que la mayor efectividad
del rendimiento de la columna, en la adsorcién de plomo, se alcanz6 con los
siguientes parametros: tamafio de particula= 0,6-0,8mm; concentracion inicial=
212,5mg/L; caudal= 2mL/min, con ciclos sucesivos de alimentacién y

regeneracion.

En el Anexo | se da a conocer sobre diferentes investigaciones de adsorcion
con zeolita natural o modificada, en donde generalmente se han estudiado
diferentes parametros que influyen en el proceso de remocion de metales como
son: el pH, la concentracion inicial, el tiempo de contacto, la cantidad y tamafio

de la particula adsorbente, la temperatura, la velocidad de agitacion, etc.
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2.5 EL PROCESO DE ADSORCION

Entre los procesos de adsorcion se encuentran los realizados en disolucion
mediante experimentos por lotes (discontinuos) y los realizados en columnas
de lecho fijo. Los estudios por lotes proporcionan una medida de la eficacia de
la adsorcion en la eliminacion de sustancias especificas, asi como la capacidad
maxima de adsorcion. Tales experimentos consisten en colocar una cantidad
determinada de adsorbente en contacto con la disolucion que contiene la
sustancia que se va a remover, manteniéndola en suspension mediante
agitacion por un tiempo determinado para alcanzar el equilibrio. Aunque el
meétodo por lotes se realiza facilmente en un estudio de laboratorio, es menos
conveniente para aplicaciones industriales. Por otra parte, los procesos por
columnas son ampliamente utilizados en la industria debido a la simplicidad de
su aplicacion y a la posibilidad de regeneracién de los intercambiadores de
iones. La eficiencia del rendimiento de la columna depende de las dimensiones
de la misma, el caudal y la concentracion de la solucion acuosa de iones
metdlicos, el tamafio de particula y la profundidad del lecho del adsorbente
(Vukojevi¢ Medvidovi¢, Peri¢, Trgo, & Muzek, 2007; Ortega, Arrieta, Guerrero,
& Taboada, 2013).

2.5.1 Parametros que influyen en el proceso de adsorcion

La idoneidad de una zeolita natural o modificada para ser usada como
adsorbente de metales pesados depende en gran medida de sus propiedades
caracteristicas como el tipo y su estructura cristalina (Castaldi, Santona, Enzo,
& Melis, 2008), pero también depende de otras condiciones del sistema como
la cantidad de adsorbente, la concentracion inicial de los contaminantes y su
naturaleza (catién/anion), el pH de la solucion, la fuerza ionica de la solucion,
temperatura, velocidad de agitacion, tiempo de contacto y la presencia de otros
compuestos organicos y aniones (Minceva et al., 2008; Margeta et al., 2013).

A continuacion se presentan diferentes parametros que intervienen en el

proceso de adsorcion.
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2.5.1.1 Influencia del pH
El pH de la solucidn tiene un impacto significativo sobre la eliminacion de
metales pesados, ya que determina la carga superficial del adsorbente, el
grado de ionizacidén y especiacion del metal (Bao et al., 2013). Segun Morali
(2006), para determinar el pH inicial en un proceso de adsorcion se debe tener
en cuenta tres factores importantes:

e El pH de la solucion debe ser lo suficientemente alto para evitar la
competencia de iones H* con iones metalicos para los mismos sitios de
intercambio.

e EIl pH debe ser lo suficientemente bajo para evitar la precipitacion de los
hidroxidos metalicos.

e El pH debe ser acido. Para la remocion de metales pesados en la vida
real se debe considerar este punto, ya que las aguas residuales que

contienen los metales son generalmente acidas.

Buasri et al., (2008) y Tahervand & Jalali (2017) explican que es posible
gestionar la captacion de metal a partir de soluciones acuosas cambiando el
valor del pH. Cuando el nivel de pH aumenta, la concentracion de los iones de
hidrogeno en competencia disminuye y esto conduce a un aumento en la
cantidad de metales sorbidos. Por otra parte, a valores bajos de pH, la
competencia entre los cationes y los iones H restringe la adsorcién, por ende
los cationes no son adsorbidos en los sitios disponibles permanentemente
cargados. La adsorcion de los metales se intensifica con la liberacion de H a
valores elevados de pH, debido a que la cantidad de formas hidratadas

complejas de los metales aumenta.

2.5.1.2 Especiacion del metal
Cuando se trata de la eliminacion de metales toxicos de soluciones acuosas
(como en la mayoria de las aguas residuales), se requiere una atencion
especifica a la especiacion quimica del metal, ya que se puede ver afectada
por el pH de la solucion (Zamboulis, Pataroudi, Zouboulis, & Matis, 2004). El pH
puede interferir tanto en el caracter de los iones de intercambio como en el de
la propia zeolita. Los metales pesados pueden formar complejos con ligandos

inorganicos tales como el OH lo que puede generar un efecto dramatico sobre
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del adsorbente (Doula & loannou, 2003). El grado de formacién del complejo
varia con el pH, la composicion ionica y el metal de interés. La eficacia de
eliminaciéon de la zeolita y la selectividad se veran afectadas segun el caracter
del complejo metalico que predomine en una solucion en particular a un
determinado pH. La cinética de remocion también puede verse afectada
negativamente si se forma un complejo grande, reduciendo asi la capacidad de
intercambio durante un tiempo de contacto determinado. Los grupos
funcionales en la superficie pueden disociarse a valores de pH mas altos,
dejando sitios de superficie anidnicos que pueden influir en la remocién de los
metales (Ouki & Kavannagh, 1999).

2.5.1.3 Tamafo de particula y cantidad de adsorbente
En lo que se refiere a estudios sobre el efecto del tamafio de particula del
adsorbente en la remocion de metales pesados, diferentes autores como
Inglezakis, Diamandis, Loizidou, & Grigoropoulou (1999) e Inglezakis,
Stylianou, Gkantzou, & Loizidou (2007), dan a conocer que al aumentar el area
de superficie externa mediante la disminucion en el tamafio de particula y
eliminando el polvo de la superficie mediante un prelavado del mineral, se
puede obtener un aumento en el nimero de sitios disponibles para la captacion
de metal. El disminuir el tamafio de particula y obtener minerales en forma de
polvo resulta ser mas eficiente que la forma granular, ya que se pueden
obtener areas superficiales comparativamente mas grandes y por lo tanto, una
mayor eliminacion de iones metalicos en el equilibrio. Esto se puedo demostrar
en los estudios de Bektas & Kara (2004) en la adsorcién de Pb por clinoptilolita,
y en el de Baker et al. (2009) en la eliminacion de Cd, Cu, Pb y Zn, en donde
se pudo determinar un ligero aumento de la adsorcion al disminuir el tamafio de

particula.

La dosificacion del adsorbente también influye en los procesos de adsorcion.
Kocaoba, Orhan, & Akyilz (2007a) y Karatas (2012), explican que al aumentar
la cantidad de adsorbente se da un aumento en la cantidad de iones
removidos. Esto se debe a la mayor disponibilidad de los sitios de adsorcion

intercambiables en el area de superficie adsorbente.
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2.5.1.4 Tiempo de contacto
El tiempo de contacto es otro de los pardmetros operativos en la eliminacion de
metales pesados y es necesario investigar su efecto en la efectividad de la
adsorcion, debido a que la interaccion de la clinoptilolita en los metales
pesados se da en un proceso dindmico y la cantidad de absorcion de metal
esta en funcion del tiempo (Cagin, 2006). Muchas investigaciones se han
llevado a cabo para determinar el tiempo de equilibrio adecuado en un proceso
de adsorcion. Por ejemplo, Bektas & Kara (2004) determinaron que 120
minutos es el tiempo de equilibrio 6ptimo para la eliminacion de Pb?* con
clinoptilolita, mientras que Hamidpour & Patel (2009) aclararon que hubo un
aumento en la adsorcion de plomo y zinc al aumentar el tiempo de contacto,
obteniendo una adsorcion maxima a las 3 horas. Concluyeron que la tasa de
absorciébn de estos metales, disminuyd significativamente al disminuir el
ndamero de sitios de adsorcion en el adsorbente. Por su parte Shavandi et al.
(2012), explican que al aumentar el tiempo de contacto, el porcentaje de
eliminacién de iones metalicos aumenta y sefialan que esto se puede atribuir a

la disponibilidad de sitios activos para los cationes.

2.5.1.5 Concentracion inicial del metal
La capacidad de adsorcion de la zeolita natural en los procesos de adsorcion
esta también influenciada por la concentracion inicial del metal. Sprynskyy et al.
(2006) sefnalan que la eficiencia en la eliminacién de metales pesados de las
soluciones mediante la zeolita, es inversamente proporcional a la concentraciéon
del metal, es decir, que la eficiencia de eliminacion de iones metélicos de
soluciones acuosas es mayor cuando existe una disminucion de sus
concentraciones iniciales y esta eficiencia esta vinculada con la capacidad de
adsorcion y la selectividad de la zeolita hacia un determinado metal. Esta
informacion es soportada por Ouki & Kavannagh (1997) y por Chutia, Kato,
Kojima, & Satokawa (2009), quienes estudiaron el efecto de la concentracion
inicial en la eliminacién de metales como el cobalto y el zinc mediante el uso de
clinoptilolita y la adsorcion de arsénico mediante el uso de zeolitas sintéticas
respectivamente. En ambos casos de investigacién se observo que; a menor
concentracion inicial de los metales en la solucién acuosa, se pudo apreciar

una mayor eficiencia en la adsorcion de los mismos. Sin embargo, Sprynskyy et
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al. (2006) y Baker et al. (2009), recalcan que la capacidad de adsorcion de la
clinoptilolita se elevé al aumentar la concentracion inicial de metal en la
solucion, atribuyéndose este fendmeno a un aumento en la fuerza motriz del

gradiente de concentracion al elevar la concentracion inicial de los metales.

2.5.1.6 Velocidad de agitacion
El efecto de la velocidad de agitacion es un parametro que ayuda en el estudio
de la interaccion del metal con el adsorbente. Segun Cagin (2006), la agitacion
en los ensayos de adsorcion conlleva a la abrasion de las particulas de la
zeolita haciendo que estas se rompan (se vuelvan mas finas) y creando mas
sitios de adsorcion en la superficie, mejorando en consecuencia, la eficacia del
proceso. No obstante, con el aumento de particulas finas, el proceso puede
estar expuesto a algunos problemas tales como dificultad creciente en la
separacion de liquidos y solidos, y la dificultad para diferenciar entre la
efectividad de varios tamafios de particulas en la eliminacibn de metales
pesados (Inglezakis, Diamandis, Loizidou, & Grigoropoulou, 1999). En este
contexto, Bektas & Kara (2004) en sus estudios de adsorciéon de plomo, y
Stylianou et al. (2007) en la eliminacién de cobre; indicaron que la remocién
del metal aumentd con la velocidad de agitacion creciente, debido a que se
redujo la capa limite de pelicula que rodea las particulas de zeolita, que por
ende, aumento la velocidad de captacion. Bektas & Kara (2004) eligieron la
velocidad de agitacion Optima de 175 rpm para evitar que las particulas se
rompieran. Del mismo modo, los autores Kocaoba, Orhan, & Akyuz (2007)
optaron por una velocidad de agitacion optima de 150 rpm para sus estudios de

adsorcién de Cd**, Cu®*, Ni** usando clinoptilolita natural.

2.5.1.7 Temperatura
Inglezakis, Stylianou, Gkantzou, & Loizidou (2007), explican que la absorcion
de metales es favorable a temperaturas altas, ya que una temperatura mas alta
los iones metalicos se activan para mejorar la adsorciéon en los sitios de
coordinacion de los minerales. Estos autores afirman que los cationes se
mueven mas rapido con el aumento de la temperatura. Generalmente, las
reacciones de adsorcion tienen naturaleza endotérmica o exotérmica (Korkmaz

et al., 2013). Estudios realizados por Berber-Mendoza, Leyva-Ramos, Alonso-
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Davila, Mendoza-Barron, & Diaz-Flores (2007), dieron como resultadofun
mayor intercambio de iones Pb?* y Cd** al aumentar la temperatura, explicando
asi, que en el intercambio de iones se da una reaccién quimica endotérmica.
Asi mismo, Bektas & Kara (2004) informaron que la capacidad de intercambio
de una clinoptilolita modificada con sodio para adsorber Pb®** mejor6 al
aumentar la temperatura. Pero por otro lado, los autores Chutia, Kato, Kojima,
& Satokawa (2009) observaron en sus estudios una naturaleza exotérmica en
el proceso de adsorcion, debido a que el aumento de la temperatura suprimio la
afinidad de adsorcioén, concluyendo que no hay una tendencia en particular de
captacion de metales que podria deberse al hecho de que los cambios de
temperatura pueden alterar varios factores como la velocidad de adsorcién,

hidrolisis, reacciones de recristalizacion y constantes de disociacion del agua.

2.5.2 Pruebas Multicomponente
La adsorcion individual de metales pesados de soluciones acuosas sobre
varios adsorbentes ha sido ampliamente estudiada, no obstante, las aguas
residuales industriales normalmente contienen dos o mas metales. En un
entorno natural, la presencia de multiples iones competitivos es mas frecuente
que la presencia de un solo contaminante (Turkmen, 2001), lo cual puede
conducir a diferentes series de selectividad. Algunos datos sobre sistemas
multicomponente demuestran claramente que la eficiencia de remocion de
metales es muy afectada por la presencia de cationes competitivos (Inglezakis,
Loizidou, & Grigoropoulou, 2003). Por lo tanto, es muy importante estudiar la
adsorcion multicomponente de metales pesados y evaluar la selectividad o
afinidad de cada metal para un adsorbente dado y saber si hay competencia
entre los cationes metalicos para los mismos sitios de adsorcion (Tafadzwa
Motsi, 2010; Padilla-Ortega, Leyva-Ramos, & Flores-Cano, 2013). Sobre este
tema, Wang & Peng (2010) afirman que el estudio de la selectividad catiénica
de la zeolita es importante ya que esta depende de la concentracion de iones y
del pH de la solucion. Estos factores deben tenerse en cuenta en el tratamiento

real de aguas residuales.
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2.6 LOS ENSAYOS TOXICOLOGICOS

2.6.1 Definicion
Un ensayo de toxicidad es la determinacion del efecto de un material o mezcla
sobre un grupo de organismos seleccionados bajo condiciones definidas. Mide
las proporciones de organismos afectados (efecto cuantal) o el grado de efecto

(graduado) luego de la exposicion a la muestra (Castillo Morales, 2004).

2.6.2 Generalidades

Los bioensayos son herramientas de diagnéstico empleadas para determinar el
efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo
condiciones experimentales especificas y controladas. Los efectos pueden ser
de inhibiciébn o de magnificacion evaluados por la muerte del individuo (efecto
letal), o por respuestas biologicas (efectos subletales) que van desde
alteraciones bioquimicas y celulares (genotoxicidad y disrupciones enddécrinas),
alteraciones en el crecimiento y desarrollo, alteraciones en la proliferacién y
multiplicacion y cambios morfologicos, fisiolégicos o histolégicos de los
organismos. En cada bioensayo se cuantifica uno o varios de estos efectos
nocivos y cada uno de estos parametros seleccionados se denomina “punto
final de evaluacion de la toxicidad”. La toxicidad serd la capacidad de una
sustancia para ejercer un efecto nocivo sobre un organismo y dependera tanto
de las propiedades quimicas del compuesto como de su concentracién, segun
sea la duracion y frecuencia de la exposicion al toxico, y su relacion con el ciclo
de vida del organismo. Las pruebas podran ser de tipo agudo o croénico
(Castillo Morales, 2004; Sobrero, 2010).

Las pruebas toxicologicas son conocidas generalmente para evaluar los
efectos téxicos de las mezclas complejas que se encuentran comunmente en
las descargas de aguas residuales industriales (Sanchez-Meza et al., 2007). La
carga contaminante es cualitativa y cuantitativamente variable y su impacto en
el entorno natural es dificil de pronosticar, por ende es necesario medir el
impacto para determinar la toxicidad del efluente y asi identificar las principales
sustancias o combinaciones de sustancias presentes que estan causando los

efectos negativos (Charles et al., 2011). El uso de plantas vasculares ha estado
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dirigido principalmente a la evaluacion de efectos citotoxicos y genotéxicos,i;si
como también a estudios de exposicién en ecosistemas terrestres y estudios de
contaminacion atmosférica (Sobrero, 2010). Los bioensayos utilizando cepas
de semillas son un importante indicador de toxicidad, ya que muestran de una
forma r4pida y clara los posibles efectos fitotoxicos que una sustancia puede
llegar a causar en organismos vegetales (Pineda, 2006). De esta manera, los
ensayos toxicolégicos pueden ayudar a determinar si un efluente vertido a un
ecosistema, representa un potencial riesgo téxico para el mismo (Gonzélez

Pérez, Marcos Albear, Pérez Garrido, Marin Sanchez, & Argota Pérez, 2012).

Los ensayos con plantas terrestres presentan un minimo costo de
mantenimiento en el laboratorio y son ventajosos porque requieren poco
volumen de muestra (ImL por envase), comparado con otros organismos que
requieren de 50 a 200mL por envase. Las plantas vasculares han sido
recomendadas por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y por la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA), ambas de EE.UU., debido a su
buena sensibilidad en comparacién con otros sistemas de ensayos disponibles,
ademas porque son de bajo costo, de facil manipulacién y almacenaje, y
porque presentan una buena correlacion con otros sistemas de pruebas. Las
diferentes respuestas de las plantas vasculares a metales pesados pueden ser
atribuidas a factores genéticos y fisioldgicos (lannacone & Alvarifio, 2005;
Gonzalez et al. (2012).

2.6.3 Pruebas con Allium cepa
Las pruebas con cebolla (Allium cepa) han sido utilizadas por muchos
investigadores principalmente como un bioindicador de contaminacion
ambiental ya que su modelo es adecuadamente sensible para detectar
innumerables sustancias que causan alteraciones cromosOmicas (Geremias,
Bortolotto, Wilhelm-Filho, Curi Pedrosa, & Tadeu de Favere, 2012; Tedesco &
Laughinghouse, 2012). Esta planta monocotiledonea se ha empleado en varias
pruebas para supervisar los posibles efectos sinérgicos de una mezcla de
contaminantes, incluidos los metales pesados y los productos quimicos
hidrofilos y lipéfilos (Radic et al., 2010). El sistema de prueba con Allium cepa

es importante por ser un excelente modelo in vivo, lo que permite predecir
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mit6tico), proporciona informacion para evaluar los mecanismos genotoxicos de
un agente (efectos clastogénicos y/o aneugénicos) en el material genético, y es
también una herramienta Gtil en el estudio de una gran cantidad de agentes
quimicos en el control ambiental (Fiskesjo, 1985; Pathiratne, Hemachandra, &
De Silva, 2015). La inhibicion de la longitud de la raiz es adecuada para la
evaluacion de sustancias en diversas concentraciones. Las agencias
internacionales de proteccion ambiental la recomiendan por la simplicidad del
procedimiento de prueba para estimar la contaminacion ambiental y la toxicidad
causada por efluentes industriales, aguas residuales municipales o domésticas
no tratadas (Moreno Palacio et al., 2005). Los ensayos con Allium cepa, en
comparacién con otros ensayos a corto plazo que requieren preparaciones
previas de muestras probadas y la adicién de un sistema metabdlico exégeno,
cuentan con ventajas significativas como son: facil manejo, bajo costo,
pequefios volimenes de muestra, sensibilidad, reproducibilidad y alto
rendimiento (Leme & Marin-Morales, 2009; Tedesco & Laughinghouse, 2012;
Geremias et al., 2012).

2.6.4 Pruebas con Lactuca Sativa
Las pruebas de fitotoxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa) son
comunmente utilizadas para la evaluacion toxicolégica de muestras
ambientales y su aplicacion en los bioensayos es recomendada tanto por su
simplicidad como por su sensibilidad a diferentes tipos de contaminantes como
metales pesados, pesticidas y otros compuestos organicos. Los ensayos de
toxicidad llevados a cabo con esta semilla (dicotiliedénea), ayudan en la
evaluacion del efecto causado por metales pesados en plantas vasculares y
permite obtener informacion adicional acerca de la fitotoxicidad de estos
contaminantes. Es un ensayo estatico de toxicidad aguda de 120 horas de
exposicion, teniendo como puntos finales de evaluacion los efectos fitotoxicos
expresados por la inhibicion en la germinacion y la inhibicion en la elongacion
de la radicula y del hipocotilo. Las aplicaciones mas utilizadas para el
monitoreo de efectos bioldgicos con ensayos de toxicidad, ha sido la valoracién
de descargas liquidas o efluentes de aguas servidas de origen doméstico,

municipal o industrial y descargadas de manera puntual sobre cuerpos
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una alta sensibilidad a la toxicidad de los pesticidas y de los metales pesados
(Sanchez-Meza et al., 2007), y ha sido recomendada por la US EPA para la
determinacién de los efectos ecoldgicos de las sustancias toxicas, asi también,
sugerida por otras organizaciones (ISO, OECD) para las pruebas de toxicidad
estandar (Charles et al., 2011).

2.6.5 Ensayos eco-toxicoldgicos para determinacion de toxicidad de
metales pesados
Para evaluar los efectos toxicos de los metales sobre el ecosistema, se han
venido utilizando desde hace mucho tiempo los bioensayos (lannacone &
Gutiérrez, 1999). Varios analisis de fitotoxicidad se han llevado a cabo
mediante el uso de semillas germinadas que son simples, versatiles y Utiles
para evaluar la toxicidad de aguas, sedimentos y muestras de suelo (Rosa et
al., 1999; Prieto Méndez et al., 2009), siendo una contribucion para valorar los
impactos en los ecosistemas y promover alternativas de biorremediacion
(lannacone & Alvarifio, 2000; 2005).

Metales como el Cr, Hg y Pb han sido estudiados en ensayos fitotoxicos con
semillas de cuatro especies como la cebolla (Allium cepa L., Liliaceae),
betarraga (Beta vulgaris L., Chenopodiaceae), arroz (Oriza sativa L., Poaceae)
y rabanito (Raphanus sativus L., Brassicaceae) a 192 h de exposicion, para
determinar el crecimiento radicular de las mismas. La semilla B. vulgaris
demostré mayor sensibilidad a la accién de los tres metales, aconsejandose su
uso para el monitoreo ecotoxicolégico de suelos contaminados por relaves
mineros o por otras fuentes antropicas (lannacone & Alvarifio, 2005; Nurefa-
Velasquez & Sagastegui, 2014). Los drenes &acidos de minas con
concentraciones de metales pesados como Pb, Zn, Cd y Cu, también fueron
estudiados en bioensayos con semillas de Lactuca sativa, Cucumis sativus,
Brassica juncea y Nasturtium officinale, y se estimé la toxicidad través de la
elongacion radicular y el porcentaje de germinacion de las cuatro especies.
Lactuca sativa y Cucumis sativus mostraron una mejor sensibilidad con relacion
a la germinacion y a la elongacion radicular ante los drenes &cidos (Camarillo-
Ravelo et al., 2015).

Pablo Alfonso Valdez Padrén — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 57



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Por otra parte, en un estudio realizado por Sobrero (2010), se concluyé que
existen respuestas muy diferentes entre distintas especies de plantas
vasculares expuestas a metales pesados, segun los niveles de tolerancia.
Semillas de Lactuca sativa, Lemna gibba (macréfitas) y L. minor (lemnaceas),
fueron evaluadas en su sensibilidad frente al herbicida glifosato y ante los
metales pesados Cu (Il), Cr (VI) y Cd (Il). Los resultados de estos estudios
sugieren el posible uso de estas especies como herramienta de control
ambiental, debido a su alta sensibilidad para detectar considerables niveles de
metales pesados en efluentes industriales, mediante la evaluacion los puntos
finales como la germinacion, la longitud radicular y la longitud del hipocotilo. En
adicién, W. Wang (1987) hace una comparacion entre las respuestas de tres
especies de plantas vasculares como Lactuca sativa, Cucumis sativus y
Panicum miliaceum, expuestas a compuestos organicos y metales pesados,
observandose una mayor sensibilidad de Lactuca. sativa por los metales y una
sensibilidad de Panicum miliaceum ante la toxicidad de los compuestos

organicos.

Charles et al. (2011) realizaron pruebas de toxicidad con efluentes industriales
que presentaban trazas de varios metales (Cu, Ni, Zn, Al). Se utilizaron
semillas de lechuga para pruebas de germinacibn y crecimiento,
demostrandose que las muestras contaminantes con niveles altos de cobre y
niquel tuvieron el mayor impacto. Los estudios de germinacion realizadas con
soluciones sintéticas confirmaron que las mezclas de metales son mas téxicas
gue los metales considerados por separado y que el efluente real era mas

téxico que las soluciones sintéticas.

Las semillas de lechuga tienen su aceptacion en bioensayos para
investigaciones con diferentes contaminantes. Como se conoce, con esta
especie se ha podido determinar la concentracion de inhibicibn media de
metales como el vanadio y el calcio (Romero Gomez & Prieto Zapata, 2014); el
manganeso, bario y hierro (Sanchez Ortiz & Sanchez Melo, 2009) y el cromo
(Pinto Vargas, 2009), asi también, se ha usado para el andlisis de toxicidad de
efluentes resultantes de plantas de tratamiento de aguas residuales (Bayona

Pineda & Lopez Celis, 2006; Sanchez-Meza et al., 2007) o para la valoracion
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ecotoxicolégica de algunas sustancias quimicas y mezclas complejas toxicas
por su simplicidad en la ejecucion de la prueba (Gonzalez et al. 2012); siendo
recomendadas en monitoreos de control ambiental por sus buenos resultados

de manera inmediata.

La diferencia en los valores de toxicidad, mutagenicidad, genotoxicidad y
citotoxicidad, indica la importancia de utilizar pruebas que combinen varios
métodos, con el fin de obtener una estimacién mas objetiva y realista de una
toxicidad quimica. Existen estudios como el realizado por  Arkhipchuk,
Malinovskaya, & Garanko (2000), en donde se llevaron a cabo pruebas con tres
organismos como son: Allium cepa, Lactuca sativa e Hydra attenuata, para la
evaluacion de los efectos toxicos, mutagénicos, genotoxicos y citotdxicos, ante
diferentes sustancias toxicas organicas e inorganicas. Se determiné que no
existe una aparente correlacién entre estos parametros. Al parecer, ante la
exposicion a los contaminantes, existe una especificidad de reacciones y
efectos observables, tanto en el organismo como en las células. En otra
investigacion de Castillo, Vila, & Neild (2000), se efectuaron pruebas
multitréficas mediante el uso de Bacillus cereus, Hydra attenuata, Panagrellus
redivivus, Daphnia magna, Lactuca sativa y Oncorhynchus mykiss, que se
usaron para determinar la toxicidad aguda, la toxicidad crénica y la
mutagenicidad en diferentes muestras que incluyeron los siguientes metales:
Cd (I), Cu (I1), Cr (VI), Hg (I). Asi mismo, los resultados arrojaron diferentes
sensibilidades y resistencias, en donde se demostré6 que el mercurio era el

elemento mas téxico seguido por el cobre, el cromo y el cadmio.

Los bulbos de Allium cepa L. han tenido también una amplia aplicacién en
varias valoraciones de toxicidad. El efecto toxico de los metales pesados
(cobre, zinc, plomo, aluminio, hierro, cadmio, cromo, niquel y manganeso)
presentes en rios, lagos o en drenajes de actividades mineras, ha sido
estimado en varios estudios toxicoldgicos como los de Inceer, Beyazoglu, &
Ergul (2000); Moreno Palacio et al. (2005); Geremias et al. (2012); Barbosa,
Cabral, Ferreira, Agnez-Lima, & Batistuzzo de Medeiros (2010) y Disman et al.
(2014), en donde se manifestaron alteraciones como inhibicion y reduccién en

la longitud de la raiz de la especie, cambios significativos en la frecuencia de
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aberraciones cromosomicas y en el indice mit6tico, asi como una alta toxicidad
sub-crénica manifestada en el aumento del estrés oxidativo y la genotoxicidad,

posiblemente debido a la acidez y la presencia de los metales y iones sulfato.

Los investigadores Arambasi¢, Bijeli¢, & Subakov (1995), emplearon esta
especie para analizar los efectos en la longitud de raiz ante concentraciones de
metales como Cu, Pb y Zn, ademas de fenol y sodio, lo que dio como resultado
una mayor sensibilidad de la cebolla hacia los metales pesados,
considerdndose al Cu como el més téxico. El efecto mitotdxico, citotdxico y
genotoxico del plomo, también fue valorado en células meristeméaticas de
cebolla, en las cuales se presentaron una toxicidad inducida que dependia de
la concentracién y tiempo de exposicion, manifestandose en una disminucién
en el crecimiento de la raiz y el indice mitético, alteraciones en la morfologia
nuclear y la induccién de aberraciones cromosdmicas (Lerda, 1992; Carruyo,

Fernandez, Marcano, Montiel, & Torrealba, 2006).

Allium cepa también ha estado presente como bioindicador en la
determinaciéon de los efectos potenciales de citotoxicidad y genotoxicidad en
aguas residuales industriales y en descargas de plantas de tratamiento de agua
residual. En varios ensayos realizados por Sik, Acar, & Aki (2009); Ukaegbu &
Odeigah (2009); Radi¢ et al. (2010); Olorunfemi, Ogieseri, & Akinboro (2011) y
Pathiratne et al. (2015), se observaron diferentes efectos que van desde
modificaciones morfoldgicas de las raices, inhibicion del crecimiento de la raiz,

division celular e induccién de aberraciones mitéticas y cromosémicas.
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1Equipos
Los equipos utilizados en el laboratorio para las metodologias aplicadas en
este estudio son:
a. Horno de secado QUINCY LAB INC., modelo: 20 AF Lab Oven.
b. pH metro digital Hanna Instruments, modelo: HI2221.
c. Balanza de precision Sartorius, modelo: Entris.
d. Shaker Thermo Scientific, modelo: MaxQ 4000.

e. Espectrofotometro de absorcién atomica Perkin-Elmer AAnalyst 100.

Figura 1: Equipos utilizados en el desarrollo de la presente investigacion.

3.1.2 Materiales
A continuaciéon se enlistan los materiales utilizados en los experimentos de
adsorcién y en los ensayos toxicolégicos.
- Recipientes de aluminio.
- Tamizadores US malla 30, 50, 100 y 200.

- Mortero de ceramica.
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Crisoles de ceramica.
Balones de aforo de 500, 250 y 100mL.
Vasos de precipitacion de 500 y 100mL.
Vasos de Erlenmeyer de 250mL.
Probetas de 100mL.
Pipetas de 5, 10 y 25mL.
Jeringuilla de 10mL.
Agitador de vidrio.
Pincel.
Papel filtro cualitativo grado #3, marca “chm” de 90mm de diametro.
Cajas Petri 90mm de diametro.
Pinzas y reglas.

Bandejas plasticas.

Bolsas plasticas negras.

- Guantes de laboratorio.

3.1.3 Reactivos

Para los estudios de adsorcion, se prepararon soluciones patrén de plomo vy

cobre utilizando nitrato de plomo [Pb(NO3),] y sulfato de cobre pentahidratado

(CuSO,45H,0) respectivamente. En los ensayos toxicologicos se utilizd sulfato

de zinc monohidratado (ZnSO,H,O) como compuesto téxico de referencia

(control positivo). En la siguiente tabla se presentan algunos datos de los

reactivos utilizados.

Tabla 5: Especificaciones de los reactivos utilizados en los estudios de
adsorcion y los ensayos toxicoldgicos.

ESPECIFICACIONES
Reactivo Formula Marca Pureza Forma Certificacion
Sulfato de Fisher
Cobre CuS0O,5H,0 - 100.2% Cristales A.C.S
. Chemical
Pentahidratado
Nitrato de Fisher 0 ,
Plomo Pb(NO3), Chemical >99% Cristales A.C.S
Sulfato de Zinc : Titan Biotech o ISO
Monohidratado ZnSO4H;0 LTD. 299% Polvo 9001:2008

Fuente: autor
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Los aniones de estas sales (SO4* y NO’3) en las soluciones acuosas no forman
ningdn complejo metal-anion, y no se hidrolizan, por lo que no se observa su
efecto sobre el proceso de intercambio i6nico (Peri¢, Trgo, & Vukojevic
Medvidovi¢, 2004). Las soluciones para el ajuste del pH que se utilizaron en los
estudios de adsorcidén son: hidroxido de sodio (NaOH) 0,5N y &cido clorhidrico
(HCI) 0,5N. Todas las soluciones de trabajo utilizadas tanto para los estudios
de adsorcién como para los ensayos toxicologicos, se prepararon por dilucion

apropiada de la sal respectiva con agua destilada tipo II.

Figura 2: Reactivos utilizados en los estudios de adsorcién y en los ensayos
toxicolégicos. (a): nitrato de plomo, (b): sulfato de cobre pentahidratado, (c):
sulfato de zinc monohidratado.

3.2 OBTENCION Y PREPARACION DE LA ZEOLITA

La zeolita natural de granulometria variada fue provista por la empresa
‘MINERA JAIRO VALLEJO CIA. LTDA.”, cuyos yacimientos se encuentran
ubicados al sur del pais. Aproximadamente una cantidad de 7kg de zeolita fue
lavada con agua destilada tipo Il por tres ocasiones, con el fin de eliminar
particulas muy finas de sus superficies y para remover posible material
organico presente en la muestra. Posteriormente, la zeolita fue secada al
ambiente por 5 dias y después secada en horno a 60°C, durante 24horas.
Después de ser triturada en un mortero para obtener granulometrias mas finas,
la zeolita fue tamizada en los siguientes tamafos de particula de malla: 30, 50,

100 y 200, para luego ser almacenada hasta que se requiera su uso.
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En el Anexo Il se detalla el procedimiento de preparacion de la zeolita mediante

un diagrama.
3.3 TOMA DE MUESTRA Y CARACTERIZACION DEL EFLUENTE

Después del filtrado final para la recuperacién del oro en la refinacion, los
efluentes resultantes son almacenados en bidones. Antes de su
almacenamiento, se procedid a tomar una muestra de aproximadamente un
galdn del efluente en un recipiente plastico limpio, haciendo uso de un vaso de
precipitado (figura 3). Seguidamente la muestra se llevd a un laboratorio
certificado para su respectiva caracterizacion fisico-quimica, cuyos resultados

se presentan mas adelante.

Figura 3: Toma de muestra del efluente de refinacion de oro.

3.4 METODOLOGIAS PARA LA CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE
LA ZEOLITA

3.4.1 Porcentaje de humedad de la zeolita
Para determinar el porcentaje de humedad se pesd una muestra antes y

después de su secado y se procedio al calculo con la siguiente formula:

Py —Pgs

100
Pg x

%W =

En donde: %W= porcentaje de humedad.
Py= peso humedo de la muestra.

Ps= peso seco de la muestra.
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3.4.2 Densidad real
Para la obtencion de la densidad real (p;-), se aplico el método del picnometro
cuyo procedimiento esta expuesto en el trabajo de Bermejo Campos (2014).
v' Se pes6 1 gramo de zeolita.
v Se colocé el adsorbente en un picnémetro de 50ml de volumen (volumen

estandarizado 49,802ml).

v' Se peso el picnbmetro + la muestra de zeolita.

\

Se afiadié agua destilada hasta el nivel de enrase del picnometro.
v' Se peso el picndmetro + muestra + agua destilada.

El célculo de la densidad real se realiz6 aplicando la siguiente formula:

mq

_ Mg
p— a,

Pr =

En donde: m,= masa del adsorbente (g)
Vp = volumen del picnémetro (temperatura= 20.4°C) (mL).
ms= masa del solvente (g)

ds= densidad del solvente (g/mL)

3.4.3 Densidad aparente
Para el calculo de la densidad aparente (p) se utilizé el método de la probeta
Bermejo Campos (2014).
v' Se peso una probeta vacia
v' Se afiadi6 una masa de adsorbente en la probeta hasta un volumen de
10mL.
v' Se peso la probeta + el adsorbente.

v" Por diferencia se obtuvo la masa del adsorbente.

Para el calculo se dividio la masa de adsorbente para el volumen ocupado por

este en la probeta y se obtiene la densidad aparente.

mq

Pa= vq

En donde: m,= masa del adsorbente (g)

Va = volumen ocupado por el adsorbente en la probeta (mL).
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3.4.4 Porosidad

La porosidad (e) es calculada mediante la relacion de la densidad real (py) y la

densidad aparente (p), por medio de la siguiente expresion:

_ Pr— Pq
Pr

3.4.5 Determinacion del punto de carga cero
La determinacion del punto de carga cero se lo realizé por medio del método de
la derivada del pH (Vera, Uguia, Garcia, Flores, & Vazquez, 2015), el cual
consiste en agregar 50mL de agua destilada en 6 vasos Erlenmeyer.
Seguidamente se ajusta el pH a 2, 4, 6, 7, 8 y 10 en cada vaso
respectivamente con Na(OH) y HCI 0,5N. Posteriormente se afadié 0,5gr del
adsorbente a cada uno de los Erlenmeyer y se les coloc6 en el agitador durante
24 horas continuas a 150 rpm y a una temperatura de 25°C. Por ultimo, luego
de transcurrido ese tiempo, se filtra y se mide el pH final de las muestras. Con
los resultados obtenidos se elabora una curva correspondiente al pH inicial
versus el pH final, luego se traza una diagonal, cuya interseccién con la curva

determinara el pH en el punto de carga cero.

3.4.6 Difraccion de Rayos X

La técnica de difraccibn de rayos X (XRD) permite distinguir y evaluar
cuantitativamente las composiciones de fase incluso en sistemas naturales
comparativamente complejos. Aparte de conseguir una estimacion cuantitativa
de las fases mineraldgicas de la zeolita, podemos obtener también informacion
atil sobre la estructura y microestructura del adsorbente tales como: los
pardmetros reticulares, el tamafio medio de los cristales y la micro-tensién
(Castaldi et al., 2008). El analisis de difraccion de rayos X se lo llevé a cabo
con un difractdometro Panalytical-XPertPro, utilizando radiacién Cu Ka (A= 1,54
A), operando a 40kV y 30mA, a temperatura de 26°C y una humedad relativa
del 46%.
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3.4.7 Andlisis infrarrojo

La determinacion de grupos funcionales caracteristicos en el adsorbente se lo
realiz6 mediante la técnica de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR), haciendo uso de un espectrofotometro PerkinElmer Spectrum
100. Previo al analisis, la muestra fue secada en un horno MEMMERT a 60 °C
por 24 horas y preparada posteriormente con bromuro de potasio (KBr).
El anélisis se realizd en el rango de frecuencia de 4000cm™ hasta 450cm™,
realizandose 10 barridos con una resolucién de 4 cm™. Los nimeros de onda
expresados en cm™ son resultado de la asignacion de las bandas vibracionales
basadas en las unidades estructurales basicas que conforman la zeolita. Los
modos vibracionales pueden clasificarse en: vibraciones internas de los
tetraedros y vibraciones relacionadas a enlaces entre tetraedros. Se asignan
vibraciones individuales a los enlaces T-O y TO4 (no a los grupos SiO4 y AlOy),
por ende las frecuencias de vibracion representan un promedio de la
composicién Si/Al y de las caracteristicas del enlace central T (Agosto, 2012).
Mas adelante se tienen los resultados de un espectro con diferentes niumeros

de onda que corresponde a los grupos activos de la zeolita.
3.5 ESTUDIOS DE ADSORCION

3.5.1 Especiacion del metal
Los diagramas de especiacion del plomo y el cobre se simularon utilizando los
softwares Hydra y Medusa (Puigdomenech [., 2004) para identificar las

diferentes especies (ion-hidréxido) en solucion acuosa.

3.5.2 Fase experimental

Las soluciones estandar de plomo y cobre se prepararon en concentraciones
de 500mg/L y 1000mg/L respectivamente. Estas soluciones al igual que las
diluciones correspondientes se prepararon con agua destilada. Las
concentraciones finales de metal luego del proceso de adsorcion se leyeron
mediante absorcion atomica. Los valores de pH se obtuvieron con un medidor
de pH digital. La zeolita se empleé en su forma natural durante todos los
estudios de remocion que se llevaron a cabo en seis etapas diferentes.
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cuales se mantuvieron constantes excepto los que fueron evaluados en cada
etapa. Las condiciones experimentales fueron:

« pH=4 (plomo); 5,5 (cobre)

« Concentracion inicial (Ci)= 50mg/L (plomo); 100mg/L (cobre)

« Tiempo (t)= 90 minutos

« Volumen de la solucién (V)= 100mL

« Tamafio de particula (@)= 149um (US malla 100)

« Cantidad de adsorbente (s)= 0,59

En todas las evaluaciones de adsorcidon se trabajé con los parametros
constantes de: temperatura= 25°C y velocidad de agitacion (v)= 150rpm. El
procedimiento general en cada estudio fue el siguiente (ver Anexo lll):

v Se prepararon en balones de aforo las soluciones de cobre y plomo, de
concentracion inicial definida, mediante diluciones a partir de soluciones
estandar.

v Se ajusto el valor de pH adecuado en las soluciones preparadas.

v' Se peso una cantidad determinada de adsorbente en una balanza de
precision.

v' En vasos de Erlenmeyer se colocaron el adsorbente y las soluciones de
plomo y cobre.

v Se ubicaron los vasos en un equipo de agitacion o “shaker” y se agitaron
por un tiempo especificado.

v' Transcurrido el tiempo de agitacion, las muestras fueron filtradas y
colocadas en recipientes esterilizados.

v" Se midi6 el pH final de cada muestra.

v Se determind la concentracion final de los metales por absorcion
atomica. Todas las lecturas de concentracion final fueron realizadas en
el Centro de Servicios y Analisis de Minerales Metalicos y no Metélicos
(CESEMIN) de la Universidad de Cuenca.

En la primera etapa, se analizo la influencia del pH en la adsorcion. Los valores
de pH a evaluar fueron de 3, 4, 5y 6 para ambas soluciones de Pb y Cu. En la

segunda etapa se investigo el efecto del tamafio de particula en la eliminacion
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malla 200 (74 micrones). En la tercera etapa, se determind la relaciéon de
zeolita/solucién, que proporcionaba la maxima eficacia de eliminacion para un
tamafo de particula de zeolita constante. En la cuarta etapa se investigo la
eficiencia de adsorcion de la zeolita la variar las concentraciones iniciales de
ambos metales en las soluciones. En la quinta etapa, se determiné el tiempo de
agitacion optimo para el mismo propésito, y finalmente, en la sexta etapa se
evaluo la selectividad de la zeolita mediante una prueba combinada con ambos

metales y una prueba con el efluente de refinacion de oro.

Para la prueba bicomponente, se prepararon soluciones de 50mL, tanto de
plomo como de cobre, ambas con una concentracion de 100mg/L. Las
soluciones fueron colocadas en un vaso de precipitado (100mL) y se ajusto el
pH a 5. Seguidamente, en un vaso Erlenmeyer se colocaron 1g de zeolita de
granulometria @=149um y la soluciéon combinada con los metales, la cual fue
agitada a una velocidad de 150rpm, por un tiempo de 60min y a una
temperatura de 25°C. En la prueba con el efluente, se tomaron alicuotas y se
prepararon 100mL de soluciones de plomo y cobre, con concentraciones de
100, 200 y 400mg/L para cada metal y se evaluo la eficiencia en la adsorcion

bajo los parametros 6ptimos obtenidos en las etapas anteriores.

Todos los resultados obtenidos para el plomo y cobre se evaluaron mediante la
comparacion de la efectividad en la adsorcién (% de remocién) y la cantidad de
iones eliminados de las soluciones (ge). Con los datos obtenidos de los
ensayos se elaboraron graficos para permitir una comparacion de sus
eficiencias. Las condiciones experimentales se presentan debajo de cada
figura. El porcentaje de remocion o de metal adsorbido se calcul6 a partir de la

siguiente formula:

Ci—C
i f 100

l

0 S
/Oremoczon -

En donde: Ci= concentracion inicial (mg/L)

Cf= concentracion final o de equilibrio (mg/L)
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Las cantidad de iones metdalicos adsorbidos (ge) por gramo de adsorbente

(mg/g) se calcul6 usando el siguiente balance de masa:

_(Ci=cpv

de ma

En donde: V= volumen de la solucion (L)

ma= masa del adsorbente (g)

3.6 ENSAYO TOXICOLOGICO CON LACTUCA SATIVA Y ALLIUM CEPA

3.6.1 Obtencién y preparacion de las semillas
Los organismos de prueba utilizados para los ensayos de toxicidad fueron
Lactuca sativa (lechuga) y Allium cepa (cebolla), los cuales se obtuvieron en
semillerias locales, procurando que sean especies sin curar (sin fungicidas o
plaguicidas). Las semillas fueron almacenadas en oscuridad y en ambiente
seco libre de altas temperaturas, y previo a cada ensayo, fueron seleccionadas

de modo que todas tengan un tamafo intermedio.

Tabla 6: Caracteristicas de los organismos de prueba.

Especie Marca Variedad % Pureza | % Germinacion | Expiracion
Lactuca sativa | O.K. Seeds | Great Lakes 99 90 12/2020

Fuente: autor

SEMILLAS DE
CEBOLLA

SEMILLAS DE
LECHUGA

Figura 4: Organismos de prueba utilizados en los ensayos toxicolégicos.
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3.6.2 Preparacion de las diluciones del efluente y del téxico de
referencia
Para los ensayos toxicologicos se tom6 una muestra de efluente tratado con
zeolita. La muestra marco un pH de 5,23 y la concentracion final de cobre y
plomo fue de 940mg/L y 19,5mg/L respectivamente. A partir de Ila
concentracion de 940mg/L, utilizando un factor de dilucién de 0,3, se tomaron
cuatro alicuotas para la preparacion de las concentraciones de 282, 94, 28 y
9mg/L que serian las concentraciones del efluente para el desarrollo de este
ensayo. Con lo que respecta al téxico de referencia (Zn*), se prepar6 una
solucion patréon de 500mL, a partir de sulfato de zinc monohidratado
(ZnSO4H,0), con wuna concentracion de 1000mg/L y se obtuvieron
posteriormente de la solucion patron 5 diluciones de concentraciones iguales al
del efluente a ser evaluado. Tanto la solucién patrén como las respectivas

diluciones se prepararon utilizando agua destilada tipo Il (tabla 7).

Tabla 7: Concentraciones preparadas del efluente y del toxico de referencia
para los respectivos ensayos toxicoldgicos.

CONCENTRACIONES (mg/L)

Cc1 Cc2 C3 Cc4 C5
Porcentaje dilucion— 1% 3% 10% 30% 100%
cu® o* 28* 94 282 940

Efluente

Pb** 0,2* 0,5* 2% 6* 19,5

Toxico de zn* 9 28 94 282 940

referencia

Leyenda: C= concentracion; (*)= valores ajustados para facilidad en preparacion
de las diluciones.
Fuente: autor.

3.6.3 Viabilidad de las semillas
El ensayo de viabilidad es recomendado realizarse previo a la implementacion
de la prueba toxicologica con la solucion a evaluar. Seguin Sobrero & Ronco
(2004), se verifica que cada lote de semillas utilizado tenga un porcentaje de
germinacion superior al 90%, que haya sincronizacién en la germinacion y baja
variabilidad en la elongacion de la radicula e hipocotilo (coeficiente de variacion
<30%).
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Para la determinacion de la viabilidad de las semillas se desarroll6 lo siguiente:
para cada tipo de semillas se realizaron tres réplicas, en cada caja Petri se
colocd un circulo de papel filtro de grado #3 y se adicion6 5mL de agua
destilada evitando la formacion de bolsas de aire. Se colocaron 20 semillas en
cada réplica y posteriormente las cajas fueron cubiertas con bolsas plasticas
para mantener la humedad y la obscuridad. Las semillas fueron expuestas por
un tiempo de 120 horas (5 dias) a una temperatura de 22+2°C. Después del
tiempo de prueba, se determiné el nimero de semillas germinadas y se
procedié a medir la radicula e hipocotilo (figura 5) de cada una de las especies
usando una regla, considerando como semillas germinadas aquellas con una
longitud de radicula mayor a 1Imm. Se determiné el promedio de las longitudes,
la desviacion estandar y se calculo el porcentaje de germinacion (%G) vy el

coeficiente de variacion (CV) mediante las siguientes férmulas:

Yore = N° semillas germinadas 100
°G = T N° total de semillas

Desviacion estandar (o)

CV = 100
Media (x)

RADICULA

HIPOCOTILO

RADICULA

N

HIPOCOTILO

Figura 5: Especificaciones de la radicula e hipocotilo de las especies Lactuca
sativa (a) y Allium cepa (b).

3.6.4Ensayo de toxicidad
Para la determinacion de la toxicidad del efluente de refinacién tratado con la
zeolita, se evaluaron los efectos en la germinacién y los efectos en el

crecimiento de la radicula e hipocotilo de las semillas expuestas al efluente por
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Sobrero & Ronco (2004). Para cada réplica del ensayo el procedimiento fue el
siguiente (Anexo IV): en cada caja Petri se colocé un disco de papel filtro de
grado #3 como soporte y medio de imbibicion, y se identifico cada caja con la
concentracion, especie utilizada y réplica respectiva. Se saturd el papel de filtro
con 5mL de la dilucién utilizando una jeringuilla de 10mL, evitando que se
formen bolsas de aire. Con la ayuda de una pinza, se colocaron
cuidadosamente 20 semillas, dejando espacio suficiente entre las semillas para
permitir la elongacion de las raices. Inmediatamente después de la colocacion
de las semillas, las cajas fueron ubicadas en una bandeja y cubiertas con
bolsas plasticas para evitar la pérdida de humedad y mantener las semillas en
obscuridad. Cada concentracion ensayada se la realizdé por triplicado y las

condiciones generales fueron las siguientes:

Tabla 8: Condiciones generales para el ensayo toxicolégico con semillas de
Lactuca sativa y Allium cepa.

Factor Condicion
Tipo de ensayo Estético
Temperatura 22+2°C
Calidad de la luz Obscuridad
Volumen solucién de prueba 5mL

Agua de dilucién

Agua destilada

Numero de semillas por réplica 20
Numero de réplicas 3
Duracion de la prueba 120horas

Efecto medido

Inhibicion en la germinacion - Inhibicion en la
elongacion de la radicula e hipocotilo

Resultado final

% de germinacion, % de inhibicion, Clsg

Aceptabilidad de los resultados

Germinacion >90% y coeficiente de variacion
<30% en el control negativo

Control positivo

Zn () a partir de ZnSO,

Fuente: modificado de Sobrero & Ronco (2004).

3.6.5 Expresion de resultados
Luego del periodo de 120 horas, se procede a cuantificar el efecto en la
germinacion y en la elongacion de la radicula e hipocotilo, que son los puntos

finales para la evaluacion de los efectos fitotoxicos. La evaluacion de cada
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punto se lo realiza comparando el efecto producido en los organismos
expuestos a la muestra con respecto al efecto producido en los organismos de
control negativo dentro de las mismas condiciones de ensayo. Dentro de la
evaluacion se encuentra también el identificar posibles efectos de necrosis
(presencia de tejido muerto) al observar la aparicion de manchas de coloracion
parda, blanca o marrén (Sobrero & Ronco, 2004). El efecto en la germinacién
se lo registra por el nimero de semillas que germinaron normalmente,
considerando como germinacion la aparicion visible de la radicula. El efecto en
la elongacion de la radicula e hipocotilo se lo hace mediante el uso de una
regla o papel milimetrado, midiendo cuidadosamente la longitud de la radicula e
hipocotilo de cada una de las plantulas correspondientes a cada concentracion

de la dilucién de muestra y a los controles respectivos (Ver Anexo V).

- Porcentaje de germinacién (%G): se lo determin6 por la siguiente
expresion, segun Walter, Martinez, & Cala (2006) y Rodriguez Romero
et al. (2014):

N° semillas germinadas por concentracién
%g = S , , x 100
N° semillas germinadas grupo control

Conforme el porcentaje de germinacion, se realizd una clasificacion de la
toxicidad de acuerdo a Poi De Neiff & Ramos (1995); considerando, con
respecto al control negativo: “No Toxicas” (NT) a las muestras en las que
hubo germinacion mayor al 90%, “Téxicas” (T) a las muestras que
presentaban valores comprendidos entre 75% y 90% y “Muy Toéxicas”

(MT) a las muestras con germinacion menor al 75%.

- Porcentaje de inhibicion en la germinacion (%IG): conociendo el
porcentaje de germinacion, se puede obtener el porcentaje de inhibicién

en la germinacion respectivo (%lG= 100-%G).

- Promedio y desviacion estandar de la elongacion de la radicula e
hipocotilo de las plantulas de cada réplica: estos valores fueron
determinados mediante formulas estadisticas en una hoja de Excel.
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Porcentaje de elongacién/inhibicion de la radicula (%IR) e

hipocotilo (%IH): con los datos de elongacién promedio en la muestra
(mm) y los datos de elongacién promedio en el control negativo (mm), se
pueden obtener los porcentajes de elongacion/inhibicion, por medio de la

siguiente formula de acuerdo a Alonso & Lopez (2015):

elong.promedio muestra — elong. promedio control

WIR 0 WIH = x 100

elong.promedio control

En base a los resultados obtenidos por la férmula anterior, se puede
realizar una clasificacion de la toxicidad de la muestra. Segun los
autores (Poi De Neiff & Ramos, 1995) y Pérez, Albear, Pérez, Sanchez,
& Pérez (2012), un resultado de %IR o %lIH igual a cero, indica que la
muestra no presenta toxicidad aguda. Si %IR o %IH resulta ser un valor
negativo, existe inhibicion en el crecimiento y la muestra es considerada
toxica. Valores positivos de %IR o %IH superiores a cero indican

estimulacion en la elongacion de la raiz o hipocotilo.

Elaboracién de la gréafica dosis-respuesta: con los resultados
obtenidos, si los porcentajes de inhibicién en la germinacion o los de
inhibicién de la radicula e hipocotilo son mayores al 50%, se procede a
calcular la concentracion media inhibitoria (Clsg), mediante la elaboracion
de una grafico dosis-respuesta, en donde se coloca en la ordenada el
porcentaje de inhibicion y en la abscisa la concentracién respectiva,

como se indica en la figura 6.

Curva dosis-respuesta
100

75

50

% Efecto

0 Y
0 40 80 4 100 120
CISO/ Dosis

Figura 6: Ejemplo de una gréfica dosis-respuesta.
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Unidades de Toxicidad (UT) para clasificar el grado de toxicidad de las
muestras ya sea para el efluente o el toxico de referencia. Estos valores se
calcularon a partir de la siguiente formula: UT = (1 / Clsp)*100 y la clasificacion

de toxicidad se lo realiza de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 9: Clasificacion de la toxicidad segun las unidades de toxicidad (UT).

Unidades de toxicidad Clasificacion
>4 Muy Téxico
2-4 Toxico
1,33-1,99 Moderadamente Téxico
<1,33 Ligeramente Toéxico

Fuente: Uc-Peraza & Delgado-Blas ( 2012)

3.6.6 Anélisis estadisticos
Los calculos de las concentraciones inhibitorias medias (Clso) se determinaron
mediante los programas Statgraphics Centuriéon XVI y GraphPad Prism 7.00.
Las comprobaciones de normalidad y los analisis de varianza entre grupos, se
realizaron con el programa SPSS Statistics 20. Los resultados estan

disponibles en los Anexos del IX al XVIII.

Para el célculo de los valores de concentracion de inhibicion media (Clso), en la
elaboracién de los graficos dosis-respuesta, se transformaron los valores de la
concentracion a valores logaritmicos (logl0) y los valores de porcentajes de
inhibicion fueron transformados a valores Probit segun la tabla de Finney

(1952), todo esto con el objetivo de obtener valores mas efectivos de la Clso.

Los porcentajes de inhibicion, para los valores de 0 y 100%, fueron corregidos
antes de la determinacion de los valores Probit, aplicando las siguientes
férmulas propuestas por Randhawa (2009):

- Para 0% de inhibicion: 100 (0.25/n).

- Para 100% de inhibicion: 100 (n-0.25/n).

Donde “n” es el numero de muestras empleadas para cada concentracion.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 CARACTERIZACION DEL EFLUENTE

Los resultados que se presenten en la caracterizacion varian en relacion con el
tipo de mineral que se procese para la obtencion del oro, dependiendo la
procedencia del mismo. La muestra del efluente fue llevada a laboratorios de
analisis de agua locales y los resultados se presentan en la tabla 10. Se opt6
considerar para esta investigacion al cobre por su alto contenido en los
efluentes de refinacion y al plomo por ser el de mayor toxicidad.

Tabla 10: Resultados del analisis quimico del efluente.

Parametro Unidades Resultado Laboratorio
Alcalinidad total mgCaCOy/| 0
Cianuro libre mg/l Interferencia
Conductividad uS/cm 77000
DBO5 mg/l Interferencia
DQO mg/l 2464
Oxigeno disuelto mg/ 0 Laboratorio de Saneamiento
pH 038 (ETAPA)
Soélidos sedimentables ml/| 0
Sdlidos totales mg/l 50703
Turbiedad NTU 345
Cobre mg/l 8764,8
Zinc mg/l 1104,95
Cadmio mg/l 23
Centro de Servicios y Analisis
Plomo mg/I 975,78 de Minerales Metalicos y no
Metdlicos (CESEMIN)

Fuente: autor

4.2 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LA ZEOLITA

4.2.1 Porcentaje de humedad de la Zeolita
Se procedié a pesar la muestra de zeolita antes y después de su secado,
obteniendo los siguientes datos:
Pn=1000,299
Ps=913,529g

oy — 10002991352
oW = 913,52 X LU= 2070
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4.2.2 Densidad real
Con los datos obtenidos a continuacion se procedié a calcular el valor de la
densidad real de la zeolita:
Peso del picnébmetro= 43,98019g
Peso picndmetro + muestra= 44,9916g

Peso picndmetro + muestra + agua= 94,0605¢g

ma = 1,0086g
V, = 49,802mL
me= 49,0689g
ds= 1g/mL
pr= 1,00ig 0689 — 379/mL
49,802 — 222022

4.2.3 Densidad aparente
A continuacion se presentan los datos obtenidos en el laboratorio para el
calculo de la densidad aparente de la zeolita:
Peso probeta= 25,7230g
Peso probeta + adsorbente (hasta los 10mL)= 34,1875¢g
m, = 8,4645¢g
Va=10mL

84645
10

Pa = 0,84g/mL

4.2.4 Porosidad
Con los resultados de la densidad real y aparente obtenidos anteriormente, se

procede al calculo de la porosidad:

_ 13708 _
©= 13758

4.2.5 Punto de carga cero
Se determino el punto de carga cero (PZC) de la zeolita mediante el método de
la derivada del pH. ElI PZC es el pH en el cual la concentracién de grupos

funcionales disociados con carga positiva y carga negativa se iguala (Vera et
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al., 2015). Los valores de pH inicial versus pH final forman una curva, cuya
interseccion con la linea diagonal determina el PZC. Los datos medidos de pH
inicial y final, asi como el grafico correspondiente, se dan a conocer a

continuacion:

Tabla 11: Datos para la determinacion del PZC de la zeolita.

PUNTO DE CARGA CERO (PZC)
Adsorbente | pH Inicial | pH Final
2,22 3,10
4,03 7,38
Zeolita 6,33 7,46
Natural 7,07 7,27
8,55 7,42
10,01 7,51
Fuente: autor
10 -
9 -
S -
7 -
2
w5
§=
T4
3 -
2 -
1 4
pH% 7.3
D T T T T T T T T T 1

pH inicial (pH;)

Figura 7: Punto de carga cero para la zeolita.

El resultado de PZC=7,3 implica que a ese valor, la superficie de la particula de
zeolita no esta cargada y por lo tanto no existe adsorcion. La superficie de la

particula de zeolita tiene una carga positiva a un valor de pH por debajo de 7,3
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Farrokhi, & Robabeh, 2011). Un resultado aproximado del PZC se presenta en

el trabajo de Sljivi¢ et al. (2009), con un valor de 7,5.

4.2.6 Difracciéon de Rayos X (XRD)
El andlisis de la zeolita por difractometria de Rayos X, dio como resultado los

siguientes valores:

Tabla 12: Composiciones de fase de la zeolita provista por “Minera Jairo
Vallejo CIA LTDA".

DIFRACTOMETRIA POR RAYOS X (XRD)

Nombre del Férmula Quimica Fases
Compuesto mineralégicas (%)
Clinoptilolita [(Na,K,Ca),-3Al;5(Al,Si),Si;13035(0OH)-9H,0] 64,0
Mordenita (Nay,Ca,K,)Al,Si 0054 7H,0 20,4
Amorfo | e 15,6

Total: 100

Fuente: Laboratorios de ensayos metrologicos de materiales LEMAT-ESPOL

Se encontrd que la zeolita natural utilizada en esta investigacion, contiene 64%
de clinoptilolita, seguido por la mordenita y compuestos amorfos. Generalmente
este resultado se aproxima a otras investigaciones en donde el contenido de
clinoptilolita varia del 60 al 70% (Erdem, Karapinar, & Donat, 2004; Castaldi et
al., 2008). Se demuestra asi que la clinoptilolita es la mas abundante (Can,
Balkose, & Ulkil, 2010) y se destacada como buen adsorbente, ya que prefiere
la captacion de iones con un radio inferior de iones hidratados y esta capacidad
se caracteriza por una alta selectividad del intercambio i6nico (M Trgo, Peri¢, &
Medvidovi¢, 2006).

4.2.7 Analisis Infrarrojo (FTIR)
La técnica FTIR resulta una herramienta util para obtener informacion valiosa
con respecto a la estructura, la sustitucién del catién Si** por AI**, e incluso el
tamafio del canal en los sitios tetraédricos de las zeolitas (Favvas et al., 2016).
El espectro FTIR de la muestra de zeolita se presenta a continuacion en la

figura 8.
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8. Espectrometria infrarroja (FTIR) de la muestra de zeolita. Se

presenta la transmitancia en la ordenada (%T) frente a la longitud de onda
(cm™) en la abscisa.

Tabla 13: Resultados de los ensayos de FTIR de la zeolita.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Longitud de onda (cm™) Tipo de Enlace Vibracion
3616,37 O-H Estiramiento
(sin puente de Hidrégeno)
3435,04 O-H Estiramiento
(con puente de Hidr6geno)
1634,98 H-O-H Flexion simétrica
1036,76 T-O Estiramiento asimétrico

T=Sio Al

Fuente: Laboratorios de ensayos metrolégicos de materiales LEMAT-ESPOL

En los espectros de infrarrojo (FTIR) se presentan las vibraciones estructurales

de la zeolita donde se puede identificar lo siguiente:

* En las longitudes de ondas 3616,37cm™ y 3435,04cm™, asignables a los

estiramientos OH, sin y con puente de hidrogeno respectivamente, se

puede identificar la hidratacién del mineral.
* La longitud 1634,98cm™ esta atribuida a las deformaciones angulares de

la molécula de agua (flexion simétrica).
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vibraciones de estiramiento asimétrico T-O. La posicién de esta banda
depende de la relacion Si-Al y se considera significativa para estimar el
contenido de aluminio en la estructura cristalina.

* Finalmente, las intensidades de la bandas ubicadas hasta
aproximadamente 796cm™, son caracteristicas del estiramiento de

enlaces T-O, asi como del estiramiento simétrico de enlaces O-Si-O.

En este andlisis no se detect6 la presencia de materia organica o algun otro
componente que pueda afectar al mineral en la adsorcion. La descripcion del
espectro anterior, es muy similar a la que se reporta en las investigaciones de
Adriano Macas, Duque Rivera, & Soriano Idrovo (2012); Agosto (2012);
Montes-Luna et al. (2015) y Favvas et al. (2016).

4.3 ESTUDIOS DE ADSORCION

4.3.1 Especiacion del metal

En las siguientes figuras se representan los diagramas de especiacion tanto del
plomo como del cobre, haciendo uso del programa Hydra-Medusa. En la figura
9 se indica la presencia del ion Pb®* hasta un pH un poco mayor de 5. Después
de ese valor encontramos la formacién del hidréxido de plomo (PbOH") que
empieza a descender hasta a un pH aproximado de 8. La figura 10 por su parte
muestra la presencia del ion Cu?* hasta un pH de 5,2 aproximadamente. Luego
de aquel valor se aprecia la formacion de CuO.

La mayoria de los iones metalicos tienden a formar precipitacion a un pH
superior a 6 (Bektas & Kara, 2004; Payne & Abdel-Fattah, 2004), lo que puede
limitar el proceso de adsorcion. Por lo tanto, la adsorcion de iones metéalicos
sobre la zeolita es dificil de cuantificar a un valor de pH mayor que 6, ya que la
adsorcion "verdadera" se veria afectada debido a la precipitacion como
hidroxidos (Zamboulis et al., 2004; Torres & Juvifia, 2005; Kocaoba et al.,
2007a). En este mismo contexto, es sabido que las zeolitas influyen en la
acidez de la solucion, tendiendo a neutralizarla mediante el intercambio de

protones H* con los cationes inicialmente presentes en sus estructuras.
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lo cual conlleva a un aumento en la acidez de la solucién, que puede causar la
precipitacion del hidroxido del metal (Merrikhpour & Jalali, 2013). Se considera
que el intercambio competitivo de H* es la razon de retencion de metales en un
entorno méas acido. Asi también, una disminucion en el pH inicial de la solucion
disminuye la probabilidad de precipitacion de hidréxido metélico porque
también disminuye el pH final resultante del intercambio de protones H* sobre

zeolita (Alvarez-Ayuso et al., 2003).

[Pb?*] op = 10.00 uM

Lo PP Pb(OH )4(s)

06

04 -

Fracti on

0.2

D'I:] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Figura 9: Diagrama de especiacion del plomo.
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Figura 10: Diagrama de especiacion del cobre.

De acuerdo a estas especiaciones, se tomé como referencia de trabajo los pH
de 4 y 5,5 para los estudios de remocién correspondiente al plomo y cobre
respectivamente, con el objetivo de evitar una posible precipitacion durante la
adsorcion. Investigadores como Al-Haj Ali & El-Bishtawi (1997a), Barrera-Diaz
et al. (2005) y V. J. Inglezakis et al. (2007), recomiendan trabajar con pH 4 para
la remocion de plomo, mientras que Kocaoba, Orhan, & Akyiiz (2007b), Sljivié
et al. (2009) y Stojakovic et al. (2011), proponen trabajar con valores de pH de

entre 5 a 6 para estudios de remocién de cobre.

4.3.2 Fase experimental
Los procedimientos discontinuos o llamados también “Batch” se aplicaron para
el estudio de cada parametro que influye en la adsorcion. El procedimiento
generalmente se lleva a cabo a temperatura constante y se utiliza una cierta
cantidad de zeolita natural que se la pone en contacto con una solucion de
agua preparada o real. La eficacia de eliminacion de iones metélicos por parte
de la zeolita, depende de la cantidad y capacidad de intercambio, asi como la
presencia de otros cationes y aniones en el agua tratada (Margeta et al., 2013).
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4.3.2.1 Estudio del pH
El efecto del pH en la adsorcion de iones metalicos por parte de la zeolita, fue
evaluado a valores de pH inicial de 3, 4, 5 y 6. En este estudio se pudo
constatar claramente que la capacidad de intercambio aument6 al aumentar el

pH inicial de la solucion.

100 A

4 —
o7 44 08,26 97,72
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80,88
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c 70 65,14
)
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8 B0
E 5o oy
o 37,4 426 omo
L] 40 -
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3 4 5 B
pH inicial (pH;)

Figura 11: Porcentaje de remocion en la adsorcién de plomo y cobre ante el
efecto del pH inicial. (s=0,5g; v=150rpm; Ci: 50mg/L [Pb], 100mg/L [Cu];
V=100mL; T=25°C; t=90min; @=149um).

La Figura 11 muestra que la mayor adsorcién de plomo se dio a un pH inicial
de 5, con un porcentaje de remocién del 98,26%. Por otra parte, el cobre tuvo
mayor adsorcion a un pH inicial de 6, con un porcentaje de remocién del

65,14%.

Estos resultados fueron contrastados con los presentados en la figura 12, en
donde es evidente que el uso de soluciones con un pH inicial de 4 a 6 da los
valores de g. mas altos. La cantidad de iones adsorbidos para un pH inicial de
5 en la solucidn, fue de 9,83mg/g para el plomo; mientras que para un pH de 6,

la mayor cantidad de iones de cobre adsorbidos fueron de 13,03mg/g.
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Figura 12: Cantidad de iones metalicos adsorbidos (ge) en el estudio del efecto
del pH inicial. (s=0,5g; v=150rpm; Ci: 50mg/L [Pb], 100mg/L [Cu]; V=100mL;
T=25°C; t=90min; @=149um).

Se puede evidenciar que la eficiencia de eliminacion de iones metalicos de
Cu?* y Pb*" aumenta ligeramente a medida que el valor del pH aumenta. Esto
quiere decir que a un valor de pH bajo, existe una fuerte competencia entre los
protones H" y los iones metélicos para los sitios de adsorcion, por lo que la
eficacia de eliminacién es baja. Sin embargo ante el incremento del pH inicial
en la solucién, se elevo el potencial superficial negativo de la zeolita y esto
provoco una adsorcién adicional de iones de plomo y cobre a la superficie. Si el
valor inicial del pH de la solucién se ajusta a un valor superior a 6, los iones de
Cu?* y Pb* tienden a precipitarse debido a la mayor concentracién de iones
OH’ en el medio (Bao et al., 2013).

El estudio demuestra que el pH tiene un impacto significativo en la eliminacion
de los metales por la zeolita ya que puede influir tanto en la naturaleza de los
iones de intercambio como en la propia zeolita (Ouki & Kavannagh, 1997). Los
resultados de equilibrio obtenidos a diversos valores de pH inicial mostraron
gue se obtiene una eliminacién Optima cuando se trabaja a un valor de pH
entre 4 y 6, en donde el mecanismo basico es el proceso de intercambio idnico.

Cabe recalcar que los niveles de pH bajos son indeseables porque esto
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afectaria a la estructura quimica de la zeolita, debido a la destruccion parcial
del cristal de la misma (Al-Haj Ali & El-Bishtawi, 1997b; Turkmen, 2001; T.

Mishra & Tiwari, 2006).

En la figura 13 se observa el comportamiento del pH durante el proceso de
remocion. Como se indicé anteriormente, la zeolita natural tiende a neutralizar
las soluciones y por lo tanto existe un incremento en el pH final de la solucién.

Este aumento en el pH de la solucion durante el intercambio idnico, puede
atribuirse a la absorcién de iones H* y por la captacion de cationes metalicos,
que tienen una tendencia a dar soluciones &cidas (Inglezakis, Loizidou, &
Grigoropoulou, 2003). Como se puede ver, los iones de Pb?* inicialmente son
preferidos sobre los iones H* y cuando los iones de plomo se agotan, los iones

H" se toman en la estructura de la zeolita (Morali, 2006).
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Figura 13: Comportamiento del pH final en la adsorcién de plomo y cobre en el
estudio del efecto del pH inicial. (s=0,5g; v=150rpm; Ci: 50mg/L [Pb], 100mg/L
[Cu]; V=100mL; T=25°C; t=90min; @=149um).

4.3.2.2 Estudio del tamafio de particula
Los resultados sobre el estudio del tamafio de particula en la adsorcion del
cobre y el plomo se presentan en las figuras 14 y 15. Los tamafios de particula
de zeolita empleados para este estudio fueron: 595um (malla 30), 297um
(malla 50), 149um (malla 100) y 74um (malla 200).
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En la figura 14 se puede observar que a medida que disminuye el tamaﬁofde
particula de la zeolita aumenta considerablemente la eliminacion de los iones
metalicos. Para el caso del plomo se presenta un buen porcentaje de remocion
(71,36%) a un tamafio de particula de 595um, sin embargo el porcentaje
mejord al experimentar con adsorbentes de granulometria mas fina. Para una
granulometria de 74pum, la concentracion final del plomo no fue apreciable en el
equipo de lectura por absorcion atémica por tener un valor inferior a cero, por lo
que se presume, la adsorcién del plomo por parte de la zeolita fue casi

completa.

En el caso del cobre, se identifica un porcentaje de eliminacion del 29,67%
para una granulometria de 595um, pero la remocién fue superior al usar el
adsorbente de 74um, dandose un porcentaje del 51,19%. La figura 15 muestra
la cantidad de iones metélicos adsorbidos por la zeolita en relacién con el
tamafio de particula y la concentracion inicial empleados. De igual manera
existio un aumento de mg adsorbidos al disminuir el tamafio de particula. Los
miligramos removidos por cada gramo de adsorbente fueron de 10 y 10,24mg
de plomo y cobre respectivamente.

Esto se puede explicar en términos del area de superficie activa del
adsorbente. Si el mineral se encuentra en la forma mas fina, resulta mas
eficiente que la forma granular, lo que ayuda al proceso de intercambio de
iones (V. J. Inglezakis et al., 2007). Dado que la absorcién de metal se da en la
superficie exterior de la particula asi como en los sitios dentro de la misma, la
disminucién en el tamafio del adsorbente aumenta el area de superficie
externa, por lo que el nUmero de sitios disponibles para la absorcion de metal
también aumenta (Tdrkmen, 2001; Bektas & Kara, 2004; Tafadzwa Motsi,
2010). Es decir habra mayor disponibilidad de los centros de intercambio idnico
(sitios activos) que pasan a ser ocupados por los iones entrantes (Stylianou et
al., 2007).
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Figura 14: Porcentaje de remocion en la adsorcion de plomo y cobre ante el
efecto del tamafio de particula. (pH; ppb= 4, pHi cu= 5,5; s=0,5g; v=150rpm; Ci:
50mg/L [Pb], 200mg/L [Cu]; V=100mL; T=25°C; t=90min).
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Figura 15: Cantidad de iones metalicos adsorbidos (ge) en el estudio del
efecto del tamafio de particula. (pH; pp= 4, pHi cv= 5,5; s=0,5g; v=150rpm; Ci:
50mg/L [Pb], 100mg/L [Cu]; V=100mL; T=25°C; t=90min).

El comportamiento del pH durante las pruebas de adsorcion segun la
granulometria del adsorbente se puede evaluar en la figura 16. Segun se
puede observar, conforme disminuye el tamafio de particula, el pH final de la

solucion aumenta y por ende la eficiencia de remocién también se incrementa,
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lo cual se debe a la hidrdlisis del mineral (Beyazit et al., 2003). Como se

observa, el Pb?" tiene mayor afinidad por la zeolita, en comparacién con el
Cu?*, en donde a partir de una granulometria de 595pum hasta una mas fina de
74um, se aprecia que el pH final tiende a mantenerse hasta un valor promedio
de 5,6. Investigaciones realizadas respecto a la evaluacion de este parametro,
indicaron que la zeolita en la forma mas fina resulta mas eficiente que la
granular, como indican Sprynskyy et al. (2006), Baker et al. (2009) en la
remocion de iones de Pb?*y Cu®"; Malliou, Loizidou, & Spyrellis (1994), Buasti
et al. (2008), en la eliminacién de Pb?", y Stylianou et al. (2007), Tapia et al.

(2011) en la eliminacién de Cu®*.

7.5 1
7 96
~ 65 - 6,63
I
o
T s 6,12
i 5.6 . ==Plomo
o oo 3,73 ! === Cnbre
' 553 5,57
5 -
4.5
30 50 100 200
(@) Us Malla

Figura 16: Comportamiento del pH final en la adsorcién de plomo y cobre en el
estudio del efecto del tamafio de particula. (pHi pb= 4, pHi cu= 5,5; s=0,50;
v=150rpm; Ci: 50mg/L [Pb], 100mg/L [Cu]; V=100mL; T=25°C; t=90min).

4.3.2.3 Estudio de la cantidad de adsorbente
En el estudio de este parametro se trabajé con cantidades de adsorbente de 1,
2, 3y 4 gramos. Para ambos metales se empled una concentracion inicial de
100mg/L, puesto que para el plomo, al trabajar con una concentracion inicial de
50mg/L, las lecturas de la concentracion final no fueron estimadas por el equipo

de absorcién atdbmica por ser muy bajas o proximas a cero.
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Los resultados en la figura 17 muestran que la eliminacion de metales pesaggs
aumenté al aumentar la dosis de zeolita. Las eficiencias de eliminacion de Pb**
fueron aproximadamente del 100% para todas las cantidades de zeolita
afiadidas por solucién, mientras que las eficiencias de eliminacién de Cu®*
variaron entre el 51 al 79%. Se puede observar que la retencién del plomo
aumento a valor de equilibrio méximo al incrementar la masa del adsorbente a
29, sin embargo, después de este valor, se observd que la eficacia de
eliminacién no aumentaba al incrementar la masa de adsorbente. Esto puede
ser debido a la superposicion de sitios activos a una dosis de adsorbente mas
alta, por lo que hay una disminucién en el area de superficie efectiva que
resulta del agrupamiento de particulas de intercambio (P. C. Mishra & Patel,

2009).
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Figura 17: Porcentaje de remocion en la adsorcién de plomo y cobre ante el
efecto de la cantidad de adsorbente. (pH;i pp= 4, pH; c,= 5,5; v=150rpm; Ci:
100mg/L [Pb], 100mg/L [Cu]; V=100mL; T=25°C; t=90min; @=149um).
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Figura 18: Cantidad de iones metalicos adsorbidos (ge) en el estudio del efecto
de la cantidad de adsorbente. (pH; pb= 4, pH; cu= 5,5; v=150rpm; Ci: 100mg/L
[Pb], 100mg/L [Cu]; V=100mL; T=25°C; t=90min; @=149um).

En la figura 18 se presenta la cantidad de iones adsorbidos por gramo de
zeolita empleada. La relacion de zeolita/solucién tiene un impacto significativo
sobre la eliminacion de metal por parte de la zeolita, ya que esta relacién
aumenta con la relacion areal/volumen superficial de las particulas, lo que
proporciona un contacto mucho mayor entre los iones y el adsorbente (Beyazit
et al., 2003). Es decir, el aumento proporcional entre la dosificacion de
adsorbente y la eficacia de eliminacion se relacion6é con el aumento en el
namero de sitios de adsorcion intercambiables disponibles en la superficie del
adsorbente (Motsi et al., 2009; Shavandi et al., 2012; Karatas, 2012; Shavandi
et al., 2012; Merrikhpour & Jalali, 2013), por lo tanto se esperaba esta

correlacion positiva entre la zeolita y la eliminacion de iones metalicos.

El efecto que causa la cantidad de adsorbente afiadido, en el comportamiento
del pH final de la solucién, se muestra en la figura 19. El resultado del ensayo
muestra que al aumentar la dosis del adsorbente por 100 ml de solucion,
provoca en consecuencia que el pH final se eleve, ya que existe un incremento
de las concentraciones de iones alcalinos del adsorbente que se liberan

durante el proceso de intercambio ionico (Payne & Abdel-Fattah, 2004).
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Durante los estudios de eliminacion, los valores de pH final para las soluciones
Pb?" y Cu?* aumentaron de 6,21y 5,66 a 7,19 y 5,95, respectivamente.
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Figura 19: Comportamiento del pH final en la adsorcion de plomo y cobre en el
estudio del efecto de la cantidad de adsorbente. (pH; pb= 4, pHi cu= 5,5;
v=150rpm; Ci: 100mg/L [Pb], 100mg/L [Cu]; V=100mL; T=25°C; t=90min;
@=149um).

4.3.2.4 Estudio de la concentracién inicial
En esta etapa se probaron cuatro concentraciones iniciales para el plomo de
100, 200, 300 y 400mg/L, mientras que para el cobre se usaron soluciones con
concentraciones de 50, 200, 300 y 400mg/L. Las eficiencias de eliminacion, las
cantidades de iones adsorbidos y los cambios en los valores de pH final se
presentan en las figuras 20, 21 y 22 respectivamente, en donde se observa que
se obtuvieron buenas selectividades para el plomo y valores un poco mas bajos

para el cobre.
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Figura 20: Porcentaje de remocion en la adsorcion de plomo y cobre ante el
efecto de la concentracion inicial. (pH; pp= 4, pHi cu= 5,5; v=150rpm; s= 0,5¢;
V=100mL; T=25°C; t=90min; @=149um).

En general, el porcentaje de eliminacién del Pb®" y del Cu** disminuy6 a
medida que la concentracidén inicial aumentaba de 50 a 400mg/L en las
soluciones acuosas. Este fendbmeno puede deberse al hecho de que las
particulas se propagan mas rapido cuando estdn menos aglomeradas, por lo
que se mueven mas rapido en soluciones diluidas y mas lentamente en
soluciones concentradas (Mamba, Nyembe, & Mulaba-bafubiandi, 2009). A
bajas relaciones de metal/zeolita existen varios sitios intercambiables en la
estructura del adsorbente, pero conforme aumenta la relacidon, los sitios
intercambiables se saturan, lo que da como resultado una disminucion en la
eficacia de la adsorcion (Gunay et al., 2007). Sin embargo, en el caso del
cobre, luego de un descenso en el porcentaje de remocion, al emplear
concentraciones de 50 a 300mg/L, se pudo observar que existio un incremento
en la eficacia de eliminacion a una concentracion de metal relativamente alta
de 400mg/L, que alcanz6 un 33,7%. Est& claro, por lo tanto, que la eficiencia de
eliminacion aumenta si existe una disminucion de las concentraciones iniciales,
lo cual también estd relacionado con la capacidad de adsorcion y la

selectividad de la zeolita hacia un metal determinado (Sprynskyy et al., 2006).

Pablo Alfonso Valdez Padrén — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 94



UNIVERSIDAD DE CUENCA é %

Por otra parte, como se puede apreciar en la figura 21, un aumento en la
concentracion generalmente da como resultado un aumento en la cantidad de
iones metdlicos adsorbidos y en la velocidad de adsorcion, debido al
incremento de la fuerza impulsora. Sin embargo, un aumento en la
concentracion inicial, provoca también una disminucion en la eficiencia de la
zeolita para la eliminacion de los metales pesados en la solucién. La capacidad
de adsorcion aumentara al incrementar la concentracion inicial, hasta que se
llegue a un punto de saturacién en el sistema. A partir de alli, un aumento
adicional de la concentracion del metal, no producira cambio significativo en la
cantidad adsorbida “ge” (Motsi, 2010).
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Figura 21: Cantidad de iones metalicos adsorbidos (ge) en el estudio del efecto
de la concentracion inicial. (pH; pp= 4, pHi cu= 5,5; v=150rpm; s= 0,5¢;
V=100mL; T=25°C; t=90min; @=149um).

La figura 22 muestra el efecto de la concentracién inicial del Pb*" y Cu®* sobre
el pH de equilibrio. Se concluye que el pH final en la solucién disminuyé al
aumentar la concentracién del metal. El pH final para el caso del cobre fue
disminuyendo a medida que la concentracion inicial variaba de 50 a 300mg/L,
pero para una concentracion inicial de 400mg/L, se pudo observar que hubo un

leve incremento del pH final.

Pablo Alfonso Valdez Padrén — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 95



UNIVERSIDAD DE CUENCA g%
==t
E -
55 -
i %
]
._E =——Plomo
T 45 -
o == Cohre
414
4 -
3.5

0O 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Concentracioninicial (Ci) mg/L
Figura 22: Comportamiento del pH final en la adsorcién de plomo y cobre en el

estudio del efecto de la concentracion inicial. (pH; pb= 4, pHi cu=5,5; v=150rpm;
s=0,5g; V=100mL; T=25°C; t=90min; @=149um).

4.3.2.5 Estudio del tiempo de contacto
Los experimentos realizados con diferentes tiempos de adsorcién (15, 30, 60 y
120 minutos), muestran que las cantidades de iones metéalicos adsorbidos
aumentan con el incremento de este parametro. Como se indica en la figura 23,
el aumento en el porcentaje de remocién del plomo y el cobre es rapido hasta
los 30 primeros minutos, obteniéndose un eficiencia del 79% para el Pb y un
31% para el Cu. A partir de alli, no hubo una diferencia significativa entre los
datos obtenidos durante los 60 y 120 minutos, observandose un descenso en el
porcentaje de aproximadamente un 7% para el Pb y un 3% para el Cu. Una
investigacion relacionada con el estudio del tiempo de contacto, es la que da a
conocer Merrikhpour & Jalali (2013), en donde el plomo mostré la misma
tendencia, al ser removido en aproximadamente el 100% dentro de los

primeros 40 minutos.

El incremento en la eficiencia de eliminacién de iones metélicos con respecto al
tiempo, puede atribuirse a la disponibilidad de sitios para los cationes y una
gran fuerza motriz de adsorcion al comienzo del proceso. Sin embargo,

después del periodo inicial, la adsorcion mas lenta se puede atribuir a la
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difusion més lenta de los cationes en los poros interiores de la zeolita,
ocupando posteriormente las posiciones intercambiables dentro del marco
cristalino (Shavandi et al., 2012).
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Figura 23: Porcentaje de remocion en la adsorcién de plomo y cobre ante el

efecto del tiempo de contacto. (pHi pp= 4, pH; cv= 5,5; v=150rpm; s= 0,5¢;
V=100mL; T=25°C; Ci: 50mg/L [Pb], 100mg/L [Cu]; @=149um).
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Figura 24: Cantidad de iones metalicos adsorbidos (ge) en el estudio del efecto
del tiempo de contacto. (pH; pp= 4, pHi cu= 5,5; v=150rpm; s= 0,5g; V=100mL;
T=25°C; Ci: 50mg/L [Pb], 100mg/L [Cu]; @=149um).
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representa en la figura 24. Alli se indica que inicialmente la cantidad de iones
adsorbidos aument6 rapidamente hasta los primeros 30 minutos, alcanzando
cantidades de 7,92mg/g para el plomo y 6,32mg/g para el cobre. Después de
los 30 minutos, la capacidad de adsorcion disminuyd, lo cual puede atribuirse a
la disminucion en el nimero de sitios de adsorcion por una posible formacion
de una monocapa de los iones de plomo y cobre en la superficie externa, asi

como a la concentracion los mismos. (P. C. Mishra & Patel, 2009).
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Figura 25: Comportamiento del pH final en la adsorcién de plomo y cobre en el
estudio del tiempo de contacto. (pH; pp= 4, pHi cu= 5,5; v=150rpm; s= 0,5¢;
V=100mL; T=25°C; Ci: 50mg/L [Pb], 100mg/L [Cu]; D=149um).

La figura 25 muestra los cambios en los valores de pH final con respecto al
tiempo de agitacion. De acuerdo con lo graficado, cuando el tiempo de
agitacién para ambos metales aument6 de 15 a 30 minutos, el pH final también
se incrementd hasta un valor aproximado de 5,8. A partir de ese tiempo de
equilibrio, los valores de pH final descendieron levemente conforme aumentaba

el tiempo de remocion.

4.3.2.6 Prueba adsorcion combinada Pb-Cu
La selectividad de la zeolita para los cationes metalicos plomo y cobre fue

probada mediante una prueba combinada. Las concentraciones iniciales de Cu
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y Pb fueron de 100mg/L y como muestra en la figura 26, hubo mayor
preferencia de adsorcion hacia el plomo con un porcentaje de eliminacion de
cerca el 95%. Sin embargo, aunque en una menor proporcion, el cobre obtuvo
una alta eliminacion y alcanz6 una eficiencia del 76% de remocion. Estos
resultados de efectividad fueron comparados con los obtenidos sobre la
capacidad de adsorcion (figura 27), en donde se corroboroé la preferencia de la
zeolita por el plomo que obtuvo un valor de 9,49mg/g de zeolita, ante una
cantidad de 7,63mg/g en el caso del cobre. El pH final luego del proceso

alcanz6 un valor de 5,8.
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Figura 26: Eficiencia en la adsorcion de los metales pesados Pb y Cu en un
sistema bicomponente. (pH; 5; v=150rpm; s= 1g; V=100mL; T=25°C; Ci:
100mg/L [Pb], 100mg/L [Cu]; @=149um; t= 60min).

El orden de selectividad podria ser el resultado de algunos factores implicados
en el proceso de intercambio ibnico, como por ejemplo, la estructura del marco
de la zeolita o las dimensiones del canal formado por las unidades tetraédricas
gue componen el mineral, las cuales deben ser suficientemente grandes para
permitir el paso de un ion metalico hidratado. (Ouki & Kavannagh, 1999). Se
sabe que el plomo tiene una mayor afinidad por el intercambio i6nico para la
mayoria de las zeolitas, mientras que otros iones metalicos muestran un orden

variable dependiendo del tipo de zeolita (Morali, 2006; Wang & Peng 2010).
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Figura 27: Cantidad de iones metdlicos adsorbidos (ge) en un sistema
bicomponente de Pb y Cu. (pH; 5; v=150rpm; s= 1g; V=100mL; T=25°C; Ci:
100mg/L [Pb], 200mg/L [Cu]; @=149um; t= 60min).

En el intercambio i6nico en zeolitas naturales, la selectividad se puede definir
de dos maneras. La primera es la preferencia que exhibe la zeolita hacia uno
de los cationes en solucién con respecto a otro cation que se libera de la zeolita
a la solucién. El otro enfoque es considerar la preferencia que tiene una zeolita
hacia un cation en solucién con respecto a otro catiéon en solucion. En ambas
formas se evalla la selectividad a partir del factor de separacion. Se puede
calcular una manera muy simple de estimar la selectividad de la zeolita hacia

Pb?* con respecto a Cu?* por medio de la siguiente ecuacion:

qe Pb
ge Cu

Selectividad =

En esta ecuacion, la selectividad es la relacion de las capacidades de
intercambio maximas de la zeolita para los iones respectivos. Si el plomo se
intercambiaba mas preferiblemente que el cobre, entonces la relacion seria
mayor que 1 (Berber-Mendoza, Leyva-Ramos, Alonso-Davila, Mendoza-Barron,
& Diaz-Flores, 2006). Reemplazando los valores de los resultados de Qe

anteriores tenemos:

Selectivid d—9'49—124
eLectiviaa _7,63_ ,

Por lo cual se obtuvo la siguiente orden de selectividad: Pb** > Cu?*.
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Se sabe que la zeolita natural prefiere la captacion de iones con un razio
inferior de iones hidratados tales como el plomo y esta capacidad se
caracteriza por una alta selectividad del intercambio i6nico. La clinoptilolita
muestra menor selectividad para el zinc, el cobre y el cromo que tienen mayor
radio hidratado, asi como una mayor energia de hidratacién (M Trgo, Peri¢, &

Medvidovi¢, 2006).

4.3.2.7 Prueba de adsorcion con el efluente
La prueba con el efluente real de refinacion se llevd a cabo evaluando tres
diferentes concentraciones (100, 200 y 400mg/L) para cada metal. Los metales
objeto de este estudio generalmente estan presentes en el agua resultante de
refinacion en concentraciones que fluctian los 8000mg/L para el cobre y
600mg/L para el plomo, dependiendo del mineral aurifero tratado. Al tomar
alicuotas del efluente para obtener las concentraciones iniciales de 100, 200 y
400mg/L, en el caso del plomo, se tomd una mayor cantidad de mililitros para el
aforo correspondiente a 100mL, por ende la concentracion de Cu en esas
alicuotas sera mayor (columna B en la tabla 14). No asi, en el caso del cobre,
para la preparacion de sus concentraciones correspondientes, las alicuotas
tomadas eran de menor cantidad de mL, por ende una menor concentracién de

plomo estaba presente en las mismas (columna D en la tabla 14).

Las concentraciones de cobre y plomo determinadas en el efluente para esta
prueba de adsorcion fueron de 8150mg/L y 619mg/L respectivamente. En la
tabla 14 estan los datos de las concentraciones iniciales preparadas a partir del
efluente para el plomo y cobre, con sus concentraciones referenciales de cobre

y plomo respectivamente.

Tabla 14: Datos de concentraciones iniciales de plomo y cobre para el ensayo
de adsorcién con el efluente.

A B C D
C; Plomo C; referencial Cu C; Cobre C; referencial Pb
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
100 1316 100 7,62
200 2632 200 15,17
400 5264 400 30,34
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Tanto las soluciones de plomo como las de cobre, fueron ajustadas a un pH de
5. Al ajustar el pH en la solucion correspondiente a una concentracion de
400mg/L de plomo, se not6 una transformacion en la coloracién por lo que se
planted una posible precipitacion, lo cual se comprob6 al momento de filtrar la
solucién luego del ensayo, en donde se pudo observar una coloracibn menos
azulada de la solucion tratada (recipiente 3Pb, figura 28 “A”) y una coloracién

verdosa en el papel filtro (figura 28 “B”).

Figura 28: Cambio de coloracion, recipiente 3Pb por posible precipitacion de
cobre y plomo (A) y papel filtro que evidencia posible precipitacién de cobre (B).

Este fendmeno puede explicarse por la teoria del producto de solubilidad. El
equilibrio que se establece en una disolucion saturada depende del producto de
solubilidad. Si este equilibrio se modifica al disminuir la concentracion de iones
metalicos, se disolverd mas solido hasta recuperar el equilibrio, pero al
aumentar las concentraciones ionicas, precipitara la parte disuelta hasta
alcanzar nuevamente el equilibrio. El equilibrio de solubilidad del hidréxido de
cobre (Il) en agua es: Cu(OH), S Cu®** + 2 OH". La solucién preparada para
obtener una concentracion de plomo de 400mg/L, presentd un pH cercano a
cero y una mayor concentracion de iones de cobre. Al momento de afadir
hidroxido de sodio a la disolucion para ajustar el pH a 5, se afiadid a la
disolucién mayor cantidad de iones OH™, incrementandose su concentracion y
provocando que el equilibrio se desplace hacia la izquierda y formando un
compuesto poco soluble. Esto quiere decir que el ion Cu®* tendera a precipitar
como hidréxido al encontrarse en una solucién con abundancia de iones OH"
(Garritz, Gasque, & Martinez, 2005; Cuppett, Duncan, & Dietrich, 2006)
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En la figura 29 se presentan los resultados en la efectividad de adsorcion del
plomo y cobre segun sus concentraciones iniciales. Las efectividades altas de
remocion (94% para el Pb y 95% para el Cu) a una concentracion inicial de 400
y 5264mg/L tanto para el plomo y cobre respectivamente, pueden deberse a la
precipitacion de los metales al ajustar el pH, como se explicé anteriormente. No
obstante, como se puede observar, la zeolita tiene mayor afinidad por el plomo
durante el intercambio idnico, alcanzando porcentajes de adsorcidn sobre el
80%, incluso en un medio acuoso con mayor cantidad de iones Cu?*. El cobre
en concentraciones altas tuvo también un buen porcentaje de adsorcion,

alcanzando el 54% a una concentracion inicial de mas de 2000mg/L.
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90

80,5 83,43
80 -
70 -
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L 100 200 400 | 1316 2632 5264 |
’ v
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Concentraciones iniciales (C;) de Plomo y Cobre (mg/L)

Figura 29: Comparacion en la efectividad de remocion de iones de Pb y Cu.
Concentraciones iniciales de plomo: 100, 200 y 400mg/L. Condiciones: pH; 5;
v=150rpm; s= 4g; V=100mL; T=25°C; @=74um; t= 30min.

Lo representado en la figura 30 muestra el efecto competitivo en la remocion de
iones de plomo y cobre. Como era de esperarse, a muy bajas concentraciones
de plomo hubo mayor adsorcién de este metal, cuya efectividad supera el 93%.
El cobre al presentarse en concentraciones relativamente mas bajas, mostré un
buen porcentaje de adsorcion (81%) a una concentracion inicial de 100mg/L.
Para una concentracion de 200mg/L la efectividad decrecio considerablemente
(17%), presentandose después un incremento a 39% a una concentracion de
400mg/L.
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Figura 30: Comparacion en la efectividad de remocion de iones de Pb y Cu.
Concentraciones iniciales de cobre: 100, 200 y 400mg/L. Condiciones: pH; 5;
v=150rpm; s= 4g; V=100mL; T=25°C; @=74um; t= 30min.

Se puede concluir que la zeolita es mas selectiva para el Pb?* y el mismo
comportamiento de adsorcion se pudo observar en el resto de experimentos de
componente individual. ElI cobre demostr6 de igual manera una buena
capacidad para interactuar con los sitios activos de la zeolita. Este mineral
natural adsorbe preferentemente los iones H* que los iones metalicos, por lo
tanto en condiciones mas acidas se adsorben mas iones H* de la solucién. A
valores de pH mas altos la presencia de iones H* es menor, permitiendo que
los iones de metal pesado sean adsorbidos en la solucién. Por lo que se puede
decir que la eficiencia de la adsorcion del metal depende de los niveles de pH,
considerando también que la adsorcién se relaciona con la naturaleza del
cation y con la facilidad de acceso a los sitios activos del adsorbente (Motsi et
al., 2009; Merrikhpour & Jalali, 2013).

4.4 ENSAYO TOXICOLOGICO CON LACTUCA SATIVA Y ALLIUM CEPA

4.4.1 Viabilidad de las semillas de lechuga y cebolla
Transcurrido el tiempo de exposicion de las semillas bajo la metodologia
propuesta, se determind el nimero de semillas germinadas y se registraron las
medidas de las raices e hipocotilos de las plantulas (figura 31), para

posteriormente obtener los resultados del porcentaje de germinacion (%G) y el
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coeficiente de variacién (CV), como se muestra en la tabla 15. Para un total de
60 semillas utilizadas en cada prueba con ambas especies, se verificd un total
de 56 y 59 semillas germinadas tanto de cebolla como de lechuga
respectivamente. El porcentaje de germinacion fue mayor al 90% vy el

coeficiente de variacion fue menor al 30% para ambas semillas.

Tabla 15: Porcentajes de germinacion y coeficientes de variacion para las
semillas de Lactuca sativa y Allium cepa en el ensayo de viabilidad.

Sustancia

de Especie %G PER PEH OR oH U] Vi)
LT (%) (%)
imbibicion

Agua Lechuga 98,33 26,78 25,36 6,62 5,12 24,71 20,19
destilada Cebolla 93,33 11,55 13,37 3,44 3,08 29,80 23,03

Leyenda: %G= porcentaje de germinacion; PER= promedio elongacién radicula; PEH=
promedio elongacién hipocotilo; 0R= desviacion estandar radicula; oH= desviacion estandar
hipocotilo; CV(R)= coeficiente de variacion radicula; CV(H)= coeficiente de variacién hipocotilo.
Fuente: autor.

Figura 31: Ensayo de viabilidad de semillas de Lactuca sativa y Allium cepa.

4.4.2 Ensayo de toxicidad con Lactuca sativa y Allium cepa
Se analizaron los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad aguda luego
de 120h de exposicion de las semillas de lechuga y cebolla. Luego del conteo
de las semillas germinadas, se obtuvo el porcentaje de germinacion y el de
inhibicion respectivo para cada especie. Los datos de porcentaje de
germinacion (%G) y coeficiente de variacion (CV) resultantes en los controles
negativos, fueron comprobados de manera que cumplan con las condiciones
planteadas, tanto en el ensayo con el efluente como con el téxico de referencia

(control positivo) (Tabla 16).
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Tabla 16: Resultados del porcentaje de germinacién y coeficiente de variacion
para los controles negativos de los ensayos de toxicidad con el efluente y con
el toxico de referencia.

Sustancia
de Especie | Ensayo %G PER PEH OR oH CV(R) | CV(H)
s (%) (%)

imbibicion
Lactuca | Efluente 100 32,60 31,38 | 9,33 | 4,71 | 28,63 15,02
Agua sativa Zn (1) 100 31,80 27,95 | 9,48 | 6,01 | 29,83 21,49
destilada Allium Efluente | 93,33 14,84 15,00 | 4,46 | 4,23 30,08 28,23
cepa Zn (Il) 91,67 16,29 16,58 | 4,81 | 4,89 | 29,55 29,49

Leyenda: %G= porcentaje de germinacion; PER= promedio elongacion radicula; PEH=

promedio elongacién hipocotilo; 0R= desviacién estandar radicula; oH= desviacién estandar
hipocotilo; CV(R)= coeficiente de variacion radicula; CV(H)= coeficiente de variacion hipocaotilo.
Fuente: autor.

Figura 32: Controles negativos de las semillas Lactuca sativa (a) y Allium cepa
(b), de los ensayos de toxicidad aguda realizados con el efluente y con el toxico
de referencia.

4.4.2.1 Efecto en la germinacion

Los resultados del efecto en la germinacion de Lactuca sativa y Allium cepa,

expuestas al efluente y al control positivo (Zn?*), se dan a conocer en las tablas

17, 18, 19 y 20. Como se observa en la tabla 17 para el caso de la lechuga, las

semillas expuestas al efluente tuvieron una disminucion gradual en su
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en la concentracion C4. El numero de especies inhibidas fue aumentado hasta
la concentracion C5 que provocoé el 100% de inhibicion. La concentracion del
efluente que produjo el 50% de mortalidad o inhibicion en la germinacién de las
semillas de lechuga, con respecto al control negativo, fue de 458mg/L y esta
representada en la figura 33. La clasificacion de toxicidad, de acuerdo al
porcentaje de germinaciéon, determind “no toxicas” a las concentraciones C1,

C2y C3; “toxica” a la concentracion C4; y “muy téxica” a la concentracion C5.

Tabla 17: Porcentajes de germinacién de las semillas de lechuga expuestas a
diferentes concentraciones de efluente de refinacion.

Confrf]gt/ia)c'on TSE Ss;“"'as ngrmlnaggs TSG | %G | %IG | Clasificacion
Control Negativo 60 20 20 20 60 100 - -

(C1 9 60 | 20 20 20 | 60 | 100 0 NT

(C2) 28 60 | 20 19 20 | 59 | 9833 | 1,67 NT

(C3) 94 60 | 20 19 18 | 57 | 9500 | 5,00 NT

(C4) 282 60 | 17 17 18 | 52 | 86,67 | 13,33 T

(C5) 940 60 0 0 0 0 0 100 MT

Leyenda: TSE= total semillas expuestas; TSG= total semillas germinadas; %G= porcentaje de
germinacion; %IG= porcentaje inhibicion en la germinacion; NT= no tdxico; T= téxico; MT= muy
téxico; R=réplica.

Fuente: autor.
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Figura 33: Porcentaje de inhibicion en la germinacion de las semillas de
lechuga, ante la exposicion a diferentes concentraciones del efluente.

En lo que respecta al toxico de referencia, las semillas de lechuga no
mostraron gran variabilidad, alcanzaron el 100% de germinacion en control
negativo y en el resto de concentraciones de prueba, excepto en la
concentracion C5, que generé una germinacion del 98,33%. Todas las
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provocara el 50% de inhibicion en la germinacion de las especies (tabla 18).

Tabla 18: Porcentajes de germinacion de las semillas de lechuga expuestas a
diferentes concentraciones de Zn**.

Conﬁgg‘/ﬁ("on TSE Sg;"'”as ggm'”agzs TSG | %G | %IG | Clasificacion
Control Negativo 60 20 20 20 60 100 -

(Ch o 60 20 20 20 60 100 0 NT

(C2) 28 60 20 20 20 60 100 0 NT

(C3) 94 60 20 20 20 60 100 0 NT

(C4) 282 60 20 20 20 60 100 0 NT

(C5) 940 60 20 20 19 59 98,33 1,67 NT

Leyenda: TSE= total semillas expuestas; TSG= total semillas germinadas; %G= porcentaje de
germinacion; %IG= porcentaje inhibicion en la germinacion; NT= no toxico; T= toxico; MT= muy
téxico; R= réplica.

Fuente: autor.

En la tabla 19 se exponen los resultados de la evaluacidon en la germinacién de
las semillas de cebolla. En comparacién con las semillas de lechuga, se
presentaron mas especies inhibidas en su crecimiento con respecto al control
negativo cuya germinaciéon fue del 93,33%. Para las concentraciones C1, C2 y
C3 la germinacion de las semillas fue superior al 87%, no obstante, para una
concentracion del efluente de 282mg/L, el crecimiento alcanzé un 28,57% y
para 940mg/L, no se produjo germinacion de las semillas. Las especies de
Allium cepa demostraron tener mayor sensibilidad al efluente con respecto a
las semillas de lechuga, pues se determin6 una concentracién media inhibitoria

(Clsp) de 199mg/L con respecto al control negativo (figura 34).

Tabla 19: Porcentajes de germinacion de las semillas de cebolla expuestas a
diferentes concentraciones de efluente de refinacion.

Concentracion Se”.“”as e
(Ma/L) TSE germinadas TSG %G %IG Clasificacion
R1 R2 R3

Control 60 19 20 17 56 93,33 - -
(C1H9 60 18 17 19 54 96,43 3,57 NT

(C2) 28 60 16 19 17 52 92,86 7,14 NT

(C3) 94 60 15 16 18 49 87,50 12,5 T

(C4) 282 60 6 6 4 16 28,57 71,43 MT

(C5) 940 60 0 0 0 0 0 100 MT

Leyenda: TSE= total semillas expuestas; TSG= total semillas germinadas; %G= porcentaje de
germinacion; %IG= porcentaje inhibicion en la germinacidén; NT= no téxico; T= toxico; MT= muy
téxico; R=réplica.

Fuente: autor.
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Figura 34: Porcentaje de inhibicion en la germinacion de las semillas de
cebolla, ante la exposicion a diferentes concentraciones del efluente.

Este mismo resultado de sensibilidad pudo ser comprobado por Caceda &
Valera (2007), en su analisis de germinacion y desarrollo radicular de la cebolla
ante metales como plomo y cromo. La clasificacion de toxicidad, segun los
porcentajes de germinacion, determinaron “no toxicas” a las concentraciones
C1y C2; “toxica” a la concentracion C3 y “muy tdxicas” a las concentraciones
C4y C5.

Las especies de cebolla expuestas al téxico de referencia, mostraron una
similitud en su germinacion. En el grupo control las semillas se desarrollaron en
un 91,97%. Para las concentraciones de prueba, el porcentaje de germinacion
vario entre el 85 y 92%, no se presentd un porcentaje de inhibicion mayor al
50% (tabla 20).

Los resultados demuestran una tasa alta de germinaciéon con semillas de
lechuga y cebolla como se indica en la figura 35, o que permite establecer un
criterio importante de una buena prueba de fitotoxicidad, pues cuanto mayor es
el porcentaje de germinacion en el control negativo, menor es la incertidumbre

de los resultados en la prueba (W. Wang & Keturi, 1990).
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Tabla 20: Porcentajes de germinacion de las semillas de cebolla expuestas a
diferentes concentraciones de Zn*".

Concentracin | rop [ Semillas germinadas | 1o6 | oG | %G | Glasificacion
Control Negativo 60 18 18 19 55 91,97 - -
(ChH9 60 15 17 18 50 90,90 9,10 NT
(C2) 28 60 15 17 16 48 87,27 | 12,73 T
(C3) 94 60 14 19 18 51 92,72 7,28 NT
(C4) 282 60 18 12 20 50 90,90 9,10 NT
(C5) 940 60 15 13 19 47 85,45 | 14,55 T

Leyenda: TSE= total semillas expuestas; TSG= total semillas germinadas; %G= porcentaje de
germinacion; %IG= porcentaje inhibicion en la germinacidon; NT= no téxico; T= toxico; MT= muy
téxico; R=réplica.

Fuente: autor.
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Figura 35: Porcentaje de germinacion de las semillas de lechuga (a) y las
semillas de cebolla (b), ante la exposicién a diferentes concentraciones del
efluente y del toxico de referencia (zZn®").

La germinacion en este ensayo, con las muestras del efluente y del toxico de
referencia, no ha tenido mayor modificacion, ya que existi6 una variacion
gradual desde la concentracion C1 a la C4 en donde las semillas alcanzaron
una germinacion del 85% o mas y cumplieron con lo garantizado en el producto
(90% para lechuga y 85% para cebolla). La concentracion de 940mg/L del

efluente resultdé ser la mas toxica, puesto que no produjo germinacion en
ambas especies.

Resultados de germinacion idénticos se han obtenido en diversos estudios con
Lactuca sativa en donde se ha evaluado el efecto de metales pesados u otras
sustancias ambientales toxicas. Por ejemplo, Gonzéalez Pérez et al. (2012)
presentaron valores de germinacion muy similares a los de este estudio para

las semillas de lechuga expuestas a una mezcla compleja ambiental (de 85 a
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91.7%). W. Wang & Keturi (1990) obtuvieron un porcentaje de germirfa:;én
entre el 96 y 99% en sus semillas expuestas a muestras de efluente de
grabado metalico. Por su parte, Garcia Alvear & Abad Teran (2015), en una
prueba ecotoxicoléogica para la evaluacion de material particulado
sedimentable, hallaron porcentajes de germinacion del 95 y 100%. En un
bioensayo con extractos de tierra de una minera abandonada, Bagur-
Gonzalez, Estepa-Molina, Martin-Peinado, & Morales-Ruano (2011)
determinaron un porcentaje de germinaciéon mayor al 87% para la misma
especie. Asi también, en una prueba de fitotoxicidad con jales mineros;
Camarillo-Ravelo, Barajas-Aceves, & Rodriguez-Vazquez (2015) determinaron
un promedio de germinacion entre el 85 y el 95%; mientras que Di Salvatore,
Carafa, & Carratu (2008), hallaron en sus ensayos un porcentaje de
germinacién que fue casi constante (>90%) en las cuatro especies que

evaluaron ante la presencia de metales pesados.

No se ha encontrado informacién amplia sobre resultados de germinacién con
semillas de cebolla en ensayos toxicolégicos; no obstante se ha determinado
gue esta especie resulta tener mayor sensibilidad a metales pesados como lo
indican Garcia Alvear & Abad Teran (2015), quienes ademas encontraron un
porcentaje de inhibicion promedio del 55% en semillas de cebolla expuestas a
estos elementos toéxicos. Dentro de este mismo contexto, Wierzbicka &
Obidzinska (1998) en una investigacion sobre el efecto del plomo en la
germinacion de semillas de Allium cepa, indicaron que este metal no tuvo un
efecto significativo sobre la germinacion, lo cual también estaba vinculado a la
variedad de la semilla o permeabilidad de la misma. Hubo un retraso
estadisticamente significativo, pero la capacidad de germinacion generalmente
no se vio afectada. Asi también identificaron que la cantidad de plomo
disponible para las semillas disminuye considerablemente al agregar un
pequefio volumen en las cajas Petri, por lo que la elevada concentracion de
plomo necesaria para generar un efecto inhibitorio sobre la germinacion, habria
sido engafosa. Por lo tanto concluyeron que lo que afectd en realidad la

germinacion fue la cantidad absoluta de plomo por unidad de masa de semilla.
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concentraciones bajas, se pudo apreciar que a concentraciones mas elevadas
las plantulas, a pesar de que germinaban, presentaban inhibicion en el
desarrollo o elongacion de la radicula o hipocotilo (2-3mm). Por ende se podria
afirmar, al igual que otros autores, que el crecimiento de raiz como punto final
de lectura, es mas sensible a la toxicidad comparado con la germinacion de
semillas, lo cual presenta un alto coeficiente de variacion (lannacone &
Alvarifio, 2005; Di Salvatore et al.,, 2008), pudiendo concluir que el efecto
inhibidor de los metales es mas preciso identificarlo mediante el alargamiento
de las raices de las especies evaluadas.

4.4.2.2 Efecto en la elongacion de la radicula y del hipocotilo

En comparacion con los efectos generados por el efluente en la germinacion de
Allium cepa y Lactuca sativa, los resultados con respecto al promedio de
elongaciéon de raiz e hipocotilo de las plantulas, permite identificar de mejor
manera la toxicidad de los metales pesados presentes en el efluente. En la
figura 36 se muestran a las semillas de lechuga y cebolla luego del tiempo de
prueba, en donde se puede apreciar los cambios en el desarrollo de las
mismas a diferentes concentraciones. El efecto de inhibicion en cada
concentracion aumenta hasta llegar a promedios de radicula muy bajos (de 1 a
3mm). Las semillas de lechuga y cebolla ante las concentraciones C1 y C2
presentaron mayor elongacién de raiz e hipocotilo. A partir de la concentracién
C3, la elongaciéon para estos puntos finales fue disminuyendo. Este mismo
comportamiento pudo ser observado en bioensayos realizados por Geremias,
Fattorini, Favere, & Pedrosa (2010) y Geremias, Bortolotto, Wilhelm-Filho,
Pedrosa, & de Favere (2012) utilizando Allium cepa como organismo de prueba
y en donde afirmaron que el efecto fitotoxico puede estar relacionado con la
capacidad de los metales de acumularse e interactuar con sitios especificos de
la plantula, en especial los organismos celulares. Estas interacciones
desencadenarian en varios efectos fisiologicos, bioquimicos y moleculares que
conllevan a la inhibicién del crecimiento de las raices y otras estructuras de las
plantulas, aun cuando éstas hayan iniciado su proceso de germinacion
(Gonzéalez Pérez et al., 2012; Alonso & Lopez, 2015).

Pablo Alfonso Valdez Padrén — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 112



UNIVERSIDAD DE CUENCA é %
c1 c2 CTRL NEG.
R -
| B s A
\ ! 3
/ .
/
N S
/
@
c1 c2 C3 €4 ©5 CTRLNEG
)
N &
o N s . S
[ /4
/
#
: P
45

Figura 36: Efecto inhibitorio presentado en las semillas de lechuga (a) y cebolla
(b) expuestas a diferentes concentraciones del efluente.

En la figura 37, gréfico (a), se puede analizar las longitudes promedio de la raiz
e hipocotilo, para las semillas de lechuga expuestas al efluente. Los valores
son muy variables y bajos con respecto al control negativo, presentandose
mayor efecto tdxico en la elongacion de la raiz a partir de la concentracion C1,
en comparacién con la del hipocotilo que evidencié un mayor valor promedio de
elongacién. En el grafico (b), los promedios de elongacion de raiz e hipocotilo
de las semillas expuestas al toxico de referencia, también presentan
variabilidad de forma gradual pero en comparaciéon con las muestras del

efluente se observo mayor elongacion promedio de raiz e hipocotilo.
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Figura 37: Longitud promedio de la raiz e hipocotilo de las semillas de lechuga
expuestas a diferentes concentraciones del efluente de refinacion (a) y al toxico
de referencia (b).
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e hipocotilo de las especies de lechuga + su desviacion estandar, tanto para el
efluente como para el toxico de referencia respectivamente. Asi también se
muestran los porcentajes de estimulacion/inhibicion de las plantulas con
relacion al grupo control, observandose claramente un efecto inhibitorio para
ambos puntos finales, indicado por el signo negativo de los valores. Hubo un
efecto de estimulacion para el hipocotilo en las especies expuestas a la
concentracion C1 del efluente y para la concentracién C5 de la misma muestra,

hubo inhibicién total de la raiz e hipocotilo.

Tabla 21: Resultados de la elongaciéon promedio de la raiz e hipocotilo de las
semillas de lechuga expuestas a diferentes concentraciones del efluente. Los
valores negativos indican inhibicién.

Concentracion | Elongacion promedio | Elongacion promedio 0
. X . %IR %IH
(mg/L) raiz+ g hipocotilo + @

Ctrl. Negativo 32,60 + 9,33 31,38 +4,71 - -
(C1H9 16,07 + 5,58 35,73+7,31 -50,71 13,86*
(C2) 28 6,31+ 3,01 27,38+ 6,11 -80,64 -12,75
(C3) 94 1,67 +0,71 6,15+ 2,91 -94,88 -80,40
(C4) 282 1,34 + 0,48 1,6 + 0,55 -95,89 -94,90
(C5) 940 0 0 -100 -100

Leyenda: o: desviacidn estandar; %IR: porcentaje estimulacion/inhibicién radicula; %IH:

porcentaje estimulacion/inhibicion hipocaotilo; (*)= estimulacion.

Fuente: autor.

Tabla 22: Resultados de la elongacién promedio de la raiz e hipocotilo de las
semillas de lechuga expuestas a diferentes concentraciones de Zn?*.

Concentracion | Elongacién promedio | Elongacién promedio 0
. . . %IR %IH
(mg/L) raiz+ @ hipocotilo + @

Ctrl. Negativo 31,80 £ 9,48 27,95 £ 6,01 - -
(CH9 30,05 £ 9,40 27,48 £ 5,22 -5,50 -1,68
(C2) 28 21,75+ 7,89 23,45 £ 6,02 -31,60 -16,10
(C3) 94 4,09 £ 1,83 10,17 + 3,46 -87,14 -63,61
(C4) 282 2,02 £ 0,93 2,93+0,84 -93,65 -89,52
(C5) 940 1,67 + 0,48 3,18 £ 0,40 -94,75 -88,62

Leyenda: o: desviacion estandar; %IR: porcentaje estimulacién/inhibicion radicula; %lH:
porcentaje estimulacion/inhibicion hipocotilo.

Como se puede observar en las tablas anteriores y como se explicd

anteriormente, las concentraciones del efluente afectaron de manera
significativa a la elongacion de la raiz e hipocotilo de las especies, pero el
efecto se mostr6 en mayor magnitud para la raiz. La figura 38 exhibe los

resultados de la Clsp para cada punto final evaluado.
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En el grafico (a) se revela un efecto inhibitorio en la raiz que se produjo a la
concentracion evaluada mas baja (9mg/L), mientras que para el hipocotilo,

como se muestra en el grafico (b), la Clso fue de 55mg/L.
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Figura 38: Inhibicion de la raiz (a) y del hipocotilo (b) de las semillas de
lechuga frente a varias concentraciones del efluente de refinacion.

En contraste con los resultados obtenidos para las muestras del efluente, las
concentraciones inhibitorias medias para los ambos puntos finales (raiz e
hipocotilo) de las especies expuestas a Zn?* fueron de mayor valor, asi
tenemos, para la raiz la Clso fue de 40,7mg/L y para el hipocotilo fue de 70mg/L
(figura 39). Estos resultados confirman que las muestras de efluente resultaron
con mayor toxicidad que las muestras de Zn*".
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Figura 39: Inhibicion de la raiz (a) y del hipocotilo (b) de las semillas de
lechuga frente a varias concentraciones del téxico de referencia (Zn*").
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medida que la concentracion aumentaba, efecto que se demostré igualmente
para las semillas de lechuga. En el grafico (a) de la figura 40, se puede ver que
la longitud promedio de la raiz e hipocotilo de las plantulas expuestas al
efluente, van decreciendo gradualmente hasta una inhibicién total en la
concentracion C5. El promedio en la longitud del hipocotilo para las semillas fue
mayor en comparacion con las raices. Un comportamiento similar de las
semillas expuestas a varias concentraciones de Zn?* se muestra en el grafico
(b) de la misma figura y en donde los valores de longitud promedio de la raiz e
hipocotilo fueron mayores a los presentados por las especies expuestas al
efluente, sin embargo, de igual manera es en la raiz en donde se presenta

mayor efecto toxico.
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Figura 40: Longitud promedio de la raiz e hipocotilo de las semillas de cebolla
expuestas a diferentes concentraciones del efluente de refinacion (a) y al téxico
de referencia (b).

Para las especies de cebolla, los resultados alcanzados sobre la elongacion
promedio de la raiz e hipocotilo, + su desviacién estandar, se presentan en las
tablas 23 y 24, los cuales corresponden a los ensayos con el efluente y con el
téxico de referencia respectivamente. También constan los resultados de los
porcentajes de estimulacion/inhibicién correspondientes a la raiz e hipocotilo de
las plantulas, los mismos que indican claramente un efecto inhibitorio para
ambos puntos finales (signo negativo de los valores) con respecto al control
negativo. Este efecto toxico se presentd tanto para las muestras con el

efluente, como para las del Zn*
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Tabla 23: Resultados de la elongacion promedio de la raiz e hipocotilo de las
semillas de cebolla expuestas a diferentes concentraciones del efluente.

Concentracion | Elongacion promedio | Elongacion promedio 0

p . . IR %IH

(mg/L) raiz+ o hipocotilo + o
Ctrl. Negativo 14,84 + 4,46 15,00 + 4,23 - -

(Cy9 10,52 £ 5,28 11,30 + 5,80 -29,11 -24,67
(C2) 28 5,44 + 3,13 9,65 + 5,23 -63,34 -35,67
(C3) 94 1,51+ 0,68 6,36 =+ 2,69 -89,82 -57,60
(C4) 282 1,44 £ 0,51 3,20 + 0,45 -90,30 -78,67
(C5) 940 0 0 -100 -100

Leyenda: o: desviacidn estandar; %IR: porcentaje estimulacion/inhibicién radicula; %lH:
porcentaje estimulacion/inhibicion hipocaotilo.

Tabla 24: Resultados de la elongacién promedio de la raiz e hipocotilo de las
semillas de cebolla expuestas a diferentes concentraciones de Zn?".

Concentracion | Elongacion promedio | Elongacion promedio 0
. X . %IR %IH
(mg/L) raizta hipocotilo + @

Ctrl. Negativo 16,29 + 4,81 16,58 + 4,89 - -
(C19 10,02 + 9,96 12,71 + 10,64 -38,49 -23,34
(C2) 28 12,10 £ 9,78 14,85 + 9,95 -25,72 -10,43
(C3) 94 8,02 + 6,61 13,20 + 9,54 -50,77 -20,39
(C4) 282 2,70 + 2,46 13,16 + 9,01 -83,43 -20,63
(C5) 940 1,72 +0,62 4,05+ 2,13 -89,44 -75,57

Leyenda: o: desviacidon estandar; %IR: porcentaje estimulacion/inhibicién radicula; %lIH:
porcentaje estimulacion/inhibicion hipocotilo.

De acuerdo a los datos conseguidos en las tablas anteriores, al parecer las
semillas de cebolla, en sus puntos finales analizados, se presentaron menos
sensibles ante las muestras del efluente y al Zn®**. En comparacién con los
resultados de Clsp en los ensayos con semillas de lechuga, las concentraciones
inhibitorias medias para las especies de cebolla expuestas al efluente y al
toxico de referencia fueron superiores. Para el caso de las plantulas expuestas
a las muestras del efluente, se obtuvo una Clso de 18,19mg/L, y 61,66mg/L

para la raiz e hipocotilo respectivamente (figura 41).
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Figura 41: Inhibicion de la raiz (a) y del hipocotilo (b) de las semillas de cebolla
frente a varias concentraciones del efluente de refinacion.
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Las concentraciones inhibitorias medias para las semillas expuestas al Zn** se
muestran en la figura 42, en donde se identificaron los siguientes valores de

Clso: 89,12mg/L para la raiz y 562,34mg/L para el hipocotilo.
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Figura 42: Inhibicion de la raiz (a) y del hipocotilo (b) de las semillas de cebolla
frente a varias concentraciones del toxico de referencia (Zn%).

Los efectos causados en la raiz e hipocotilo por parte de las muestras
evaluadas, pueden ser apreciados de mejor manera mediante una clasificacion
general en base a las unidades de toxicidad calculadas a partir de las
concentraciones Clsp. La tabla 25 presenta una clasificacion mucho mas amplia

de los impactos generados en las especies de Allium cepa y Lactuca sativa.

Tabla 25: Clasificacion de la toxicidad generada por las muestras de efluente y
de Zn?** en la raiz e hipocotilo de las plantulas.

Muestra Especie PUmio el Clso Unidades de Clasificacion
evaluado (mg/L) toxicidad
Lactuca sativa .Raiz. 9 11,11 Muy téxico _
Efluente Hlpocptllo 55 1,81 Moderadamsaryte téxico
Allium cepa Raiz . 18,19 5,50 Muy toxico .
Hopocaotilo 61,66 1,62 Moderadamente toxico
Lactuca sativa . Raiz. 40,7 2,45 Toxico _
7n2* H|pocpt|lo 70 1,42 Moderadamente,t(_)xmo
Allium cepa Raiz . 89,12 1,12 L!geramente tox!co
Hopocotilo | 562,34 0,18 Ligeramente téxico

Fuente: autor

Los resultados de la tabla 25 indican lo siguiente: el efluente resulta muy toxico
para la elongacion de la raiz y moderadamente toxico para la elongacion del
hipocotilo, esto es en ambas especies. Por otra parte, el Zn?** resulta ser toxico

y ligeramente toxico para la raiz de la lechuga y cebolla respectivamente;
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mientras que para el hipocotilo la clasificacion fue de moderadamente toxico
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para la lechuga y ligeramente toxico para la cebolla.

Como acotacion, se presentan los resultados correspondientes a la
concentracion inhibitoria media (Clso), que sefialan que la especie Lactuca
sativa en la evaluacion fitotoxica de la raiz e hipocotilo, presenta mayor
sensibilidad ante las muestras del efluente y zZn**, en comparacién con la
especie de Allium cepa. Un caso similar de sensibilidad se puede verificar en la

investigacion de Gonzalez Pérez et al. (2012).

Las concentraciones C3, C4 y C5 del efluente y del téxico zZn**, se
consideraron entre una toxicidad alta y muy alta, segin una clasificacion
planteada por Bagur-Gonzalez et al. (2011), ya que produjo mayor efecto
inhibitorio en la raiz e hipocotilo de ambas especies. Segun los valores
comparativos de Clsy conseguidos para ambos organismos de prueba en la
presente investigacion, se pudo determinar que las semillas de lechuga
expuestas al efluente y al Zn** mostraron mayor sensibilidad en la elongacién
de raiz. Este mismo efecto de sensibilidad pudo ser comprobado en el trabajo
de Di Salvatore et al. (2008), quienes identificaron a la lechuga como una de
las especias con mayor sensibilidad ante la toxicidad del Cu, Pb, Cd y Ni en
comparacién con otras especies evaluadas como brécoli, tomate y rdbano. Sin
embargo, lannacone & Alvarifio (2005), en un ensayo toxicolégico para evaluar
el efecto del Cr, Hg y Pb en cuatro especies como cebolla, betarraga, arroz y
rabanito, determinaron que las semillas de cebolla eran mas sensibles al Pb en
su crecimiento o desarrollo radicular. Lo mismo pudieron establecer Arambasi¢
et al. (1995) al observar una mayor sensibilidad de Allium cepa con respecto a
Lepidium sativum al evaluar el efecto agudo del Cu, Zn y Pb en la elongacion

de la raiz.

En general, se puede concluir que el aumento en la concentracion del efluente
en el medio de germinacion de las especies evaluadas, conduce a una
inhibicion en el crecimiento de la raiz e hipocotilo. Esto se ha demostrado en
investigaciones con pruebas toxicolégicas, como por ejemplo el estudio de

Geremias et al. (2010), en donde se presentd un efecto inhibitorio en la raiz
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gue iba desde el 60 hasta del 95% en las especies de cebolla evaluadas ante
distintas concentraciones de cobre. Garcia Alvear & Abad Teran (2015) por su
parte, al evaluar material particulado sedimentable con presencia de metales
pesados, obtuvieron resultados de inhibicion para la raiz e hipocotilo de la
lechuga del 46,82% y 29,15% respectivamente, mientras que para la cebolla la
inhibicion fue del 38,47% para la raiz y 100% para el hipocotilo.

4.4.2.3 Otros indicadores de fitotoxicidad
Después del tiempo de prueba, se procedié a las mediciones de la raiz e
hipocotilo. En algunas especies que presentaban elongaciones muy cortas, se
podia diferenciar los dos puntos finales evaluados, sin embargo en las especies
sin diferenciacion se consideré como radicula a la elongacion presentada (Pita
& Perez, 2009; Saavedra, 2013). Se verificd posibles efectos de fitotoxicidad en
las plantulas, como efectos morfolégicos en la raiz e hipocotilo, o coloraciones

de tejidos muertos (necrosis) (Sobrero & Ronco, 2004).

En la figura 43 en lo que respecta a la lechuga, se pueden apreciar efectos
toxicos significativos a medida que aumentaban las concentraciones
evaluadas. Existieron especies con raices ausentes o bien las raices se
presentaron raquiticas, con malformaciones y presencia de necrosis. Los
hipocotilos en algunos casos se mostraron gruesos, curvos y con necrosis. En
el caso de la cebolla (figura 44), se presentaron de igual manera elongaciones
cortas de la raiz y malformaciones en el hipocotilo, sin presencia de necrosis.
Anomalias similares en la germinacion y alteraciones morfolégicas en el
sistema radicular y apical fueron encontrados en el trabajo de (Gonzéalez Pérez

et al., 2012) y corroboran los resultados obtenidos en la presente investigacion.
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Figura 43: Indicadores de fitotoxicidad presentados en las plantulas de
lechuga.

Figura 44: Indicadores de fitotoxicidad presentados en las plantulas de cebolla.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

- En la caracterizacion quimica del efluente de refinacion del oro, antes de su
tratamiento con zeolita natural, se determinaron concentraciones elevadas de
cobre y plomo (8764,8mg/L y 975,78mg/L respectivamente) que superan los

valores normativos vigentes (<0,5mg/L para Pb y <1mg/L para Cu).

- Los efluentes de refinacion del oro fueron sometidos al proceso de adsorcién
con zeolita natural a concentraciones iniciales de 100, 200, y 400mg/L para
cada metal (Pb y Cu), encontrandose una efectividad en la remocion de mas
del 80% para ambos metales a una concentracion inicial de 100mg/L, sin
embargo, las concentraciones finales no se establecieron dentro de los valores

normativos (<0,5mg/L para Pb y <1mg/L para Cu).

- Los estudios de los distintos parametros de adsorcion para evaluar la
efectividad de la zeolita natural en la eliminacién de los iones metalicos Pb*" y
Cu?*, determinaron que los mayores porcentajes de remocién se presentaron al
emplear en los procesos un pH inicial de 5 a 6; al aplicar la zeolita de
granulometria fina (74um); al aumentar su dosificacion de 1 a 4g y al emplear
un tiempo de remocién de 30 minutos. El porcentaje de eliminacién de iones de
Pb®" y Cu?* disminuyé a medida que la concentracion inicial aumentaba, pero
se identificd un incremento en la capacidad de adsorcion hasta un determinado
punto de saturacién del adsorbente. En la prueba combinada Pb-Cu, se
establecié un mayor porcentaje de eliminacién para el plomo con respecto al
cobre (95%-Pb, 76%-Cu). De acuerdo a los resultados en esta prueba
combinada y a los realizados en los estudios con cada parametro, se determiné

la siguiente selectividad: Pb®* > Cu®*.

- La zeolita natural demostré un buen rendimiento de adsorcidon en la
eliminacion de iones metéalicos Cu y Pb presentes en efluentes industriales de

refinacion de oro.
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Allium cepa sefalaron que las muestras del efluente y las del control positivo
(Zn**), a concentraciones muy altas (282 y 940mg/L), obtuvieron una
clasificacion de toxicas y muy toxicas en la evaluacion de la germinacion de
ambas especies; en tanto que, en el andlisis de la elongacion radicular y del
hipocotilo, se identific6 un efecto toxico inhibitorio dado por cada una de las
concentraciones evaluadas. Las semillas de lechuga y cebolla expuestas al
efluente y al toxico de referencia, generalmente presentaron un porcentaje de
germinacién superior al 87% para las concentraciones de 9, 28 y 94mg/L. Las
concentraciones de 282 y 940mg/L causaron mayor efecto toxico en ambos
organismos de prueba. Las concentraciones inhibitorias medias (Clsg) del
efluente, estimadas con relacion al porcentaje de inhibicion en la germinacién
de cada especie, sefalaron que Allium cepa es la especie mas sensible en
comparacion con Lactuca sativa. Por otra parte, las concentraciones inhibitorias
medias de la elongacion de la radicula e hipocotilo, analizadas tanto para la
lechuga como para la cebolla, indicaron que el sistema radicular es el mas

afectado por las muestras del efluente y el toxico de referencia.

Las semillas de Allium cepa y Lactuca sativa son buenos estimadores de la
fitotoxicidad y su aplicacion pueden ser valiosa para estimar de mejor manera
los riesgos potenciales de diferentes sustancias toxicas, mezclas complejas u

otros contaminantes

5.2 Recomendaciones

- Para la eliminacion de metales pesados mediante la zeolita, se recomienda
realizar estudios de adsorcion por columna o sistema de columnas, ya que este
meétodo es recomendado para ser aplicado a nivel industrial. La ventaja de este
sistema seria que cada columna podria operar con diferentes parametros para

maximizar la eficiencia del sistema de adsorcion.

- En esta investigacion se ha demostrado que la zeolita natural tiene potencial
para su aplicacion en el tratamiento de efluentes con presencia de metales
pesados. Sin embargo, son necesarios mas estudios e investigaciones acerca

de tecnologias que permitan un posible uso de este mineral a escala industrial.

Pablo Alfonso Valdez Padrén — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 123



| bf Cos

=1
- Realizar estudios sobre la capacidad de adsorcion de la zeolita, su

UNIVERSIDAD DE CUENCA E%

regeneracion, la recuperacion de los metales y la viabilidad economica para
estos procesos, serian de gran importancia para poder estructurar un meétodo

optimo de adsorcion de metales pesados por medio de este mineral.

- En los ensayos toxicolégicos la cebolla presentd un alto coeficiente de
variacion ante las diferentes concentraciones de evaluacion. Se podria
considerar el uso de otras especies en una bateria de ensayos para una mejor

valorizacion de la toxicidad de los metales pesados.

- Se recomienda el uso de las especies Lactuca sativa y Allium cepa por las
ventajas practicas que prestan como su buena sensibilidad, reproducibilidad,

bajo costo y facil aplicacion.

- Realizar ensayos toxicologicos a largo plazo, en donde se pueda evaluar de
manera mas amplia los efectos fitotdxicos generados por las contaminantes en

las plantulas a lo largo de su desarrollo.
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ANEXO I. Estudios realizados por varios investigadores referente a la adsorcion de metales pesados por medio de zeolitas

naturales.

Efectividad de la adsorcion (%)
Cantidad de iones metalicos

Investigacion Parametros de estudio Selectividad el Referencia
(mg/g)-(meq/g)-(mmol/kg)
Tamafio particula=90 -
180um
Eliminacién de plomo y niquel pH=4 Pb% > NiZ* Ptf:: 1.115meq/g (Al-Haj Ali & El-Bishtawi,
utilizando zeolita de Jordania s= 2g/L Ni“"= 0.681meq/g 1997b)
T=20°C
Ci= 250mg/L
L . pH=entre 5,5y 7.5
Remocion de iones de_ Cobre de_ Tamafio particula=<0.09mm Cu®*= 95% (Ci=10mg/L)
aguas residuales mediante Zeolita s= 10/100ml Cutt= 76% (Ci=50mg/L) (Panayotova, 2001)
natural de Bulgaria ~ gL 0 9
t= 60min
Pb**
Tamanio particula=malla
-10+18
s=5g/L
CiaamgiL Ph; = 98% (5min)
Remocion de Plomo(ll) y Zinc(ll), por 712" P2 > 72 Zn""=90% (5min) (Beyazit, Peker, & Ergun,

medio de Zeolita de Turquia

Tamanfo particula=malla
-40+50

s=20g/L

t=120min

Ci=21mg/L

pH= 5-6

Pb”'= 34,48mg/g
Zn*'=19,49mg/g

2003)

Pablo Alfonso Valdez Padrén — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL

142




UNIVERSIDAD DE CUENCA

Eliminacién de plomo de soluciones
acuosas por clinoptilolita natural

pH=6

rpom=175

Tamafio particula=315-500
pm

Ci= 10-100mg/L

Pb*= 166mg/g

(Bektas & Kara, 2004)

pH= 6-7
Ci= 100-400mg/L

Cu*'=66.10%

Eliminacion de cationes metalicos por ?_:_ 12%9§°°mL Co* >cu* > Co*'=77.96% (Erdem et al., 2004)
zeolitas naturales v . Zn* > Mn?* Zn*'= 45.96% o

Tamafio particula= 63— 24_

Mn“"= 19.84%.
106um
t=5,5h
gg&?grloma Clinoptilolita natural:

pH=5 (Cu), 4 (Ni) Ni > OU Cu*=0.31meq/g
Eliminacién de Cobre y Niquel de t=48h (con zeolita Ni**=0.32meq/g
solucion acuosa por medio de acondicionada con solucién Clinoptilolita (Cagin, 2006)

clinoptilolita

de NaCl 2M, t=24h)
rpom= 150

acondicionada:

Clinoptilolita acondicionada:
Cu”'=0,5meq/g

Cu>Ni Ni**=0.43meq/g
pH=4
t(; ?22): 30mgL Zn?: 0.14meq/g (clinop. natural)
Investigacion eliminacion de zinc y Ci (Pb)= 250mg/L zcr:]on:di%iiagdeeg/g (clinop.
plomo de soluciones acuosas s=1g/100mL Pb* > zZn** PbZ'= 0 51mea/ (clinop. natural) (Morali, 2006)
utilizando clinoptilolita T=25°C b2+: ’ /q g i P-
rpm= 125 Pb“"= 1.1megq/g (clinop.

Tamafio particula: 0.15-
0.8mm

acondicionada)
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s cﬂ:,.—.

Estudio componente Unico:
Pb”"=0.730meq/g
Zn**= 0.251meq/g
Cu*=0.227meq/g

o L t=6h Para ambos Ni**=0.173meq/qg
Clinoptilolita natural en la remocion pH=5 estudios:
%? UZ:(OI?;O(“)’ Cobre(ll), Zinc(ll) y s=19g Pb>Zn>Cu> Estudio multicomponente: (Oter & Akcay, 2007)
q Ni Pb®*=0.299meq/g
Zn**=0.108meq/g
Cu”'=0.022meq/g
Ni**=0.017meq/g
P : . pH=6 2+_
Eliminacion de iones Cd(ll), Cu(ll), t=1h Cd™'=97.8%
Ni(ll) en solucién acuosa con Om=150 Cd** > Ni*" > cu®* | Cu®*=88.9% (Kocaoba et al., 2007a)
pm= Ni2"=86.5%

clinoptilolita natural

$=0.8gr/100mL

Eliminacién de Cu(ll) en reactores de
lecho fijo y discontinuo utilizando
zeolita natural y vermiculita exfoliada
como adsorbentes

pH=4
T=60°C (clinoptilolita)

Cu*"=37.3% (sin agitacion)

(Stylianou et al., 2007)

Eliminacion de plomo de una solucién
acuosa mediante clinoptilolita natural
y pre-tratada

pH=4.5
s=0,5g/200mL
rpm= 200
t=3—4h
T=22°C

Zeolita natural:
Pb*= 80.933mg/g

Zeolita pre-tratada con NaCl 2M:
Pb*= 122.4mg/g

(Gunay et al., 2007)

Remocion de Plomo(ll) por medio de
clinoptilolita. Experimento por lotes

t=120min (Ci=800ppm)
t=30min (Ci=100 y 300ppm)
T=75°C

pH=7

(95%)
Pb*'= 58.73mg/g

(Buasri, Chaiyut,
Phattarasirichot, Yongbut,
& Nammueng, 2008)
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Estudio comparativo adsorcién de
Cu” en zeolita, arcilla y diatomita de
Serbia

pH=5
s=0.1g/20mL
rpm= 120
T=ambiente
t=24h

Cu*"= 0.128mmol/g (con zeolita)

(Sljivié et al., 2009)

pH~8 (adicionando 10mg/L

de alumbre)
rpm =200 Cf (sizn adicion de alumbre)

o s=1g/L Cu®’= 0.1231mg/L (64.74%)
ElIumaltgigsoigfaelez]?ﬁﬁlﬁ:szﬁiﬁggiddoe t=1h Cd<Pb<Cr< Cri= 0.032mg/l. (56.25%) (Halimoon & Yin, 2010)
zgolita Ci (efluentes) Cu Pb%*= 0.36mg/L (55.34%) ’

Pb= 0.64mg/L Cd**= 0.21mg/L (50.20%)
Cu=0.19mg/L
Cd=0.41mg/L
Cr=0.06 mg/L
pH=6
Estudio de las caracteristicas de t=3h Cu?t= 97 5%
eliminacién de metales pesados de s= 5g/L cu? > zn?t an+:_ 90(;/0 ? (Abdel Salam, Reiad, &
aguas residuales mediante el uso de | Ci= 10-100mg/L ElShafei, 2011)
adsorbentes de bajo costo T=27°C
rpm= 150
pH=5
Remocion de Plomo(ll), por zeolita t=25min (92%)
natural volcanica s=10g/L Pb*= 16.81mg/g (Karatas, 2012)
Ci=100mg/L
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Remocion de Fe(lll), Mn(ll) y Zn(ll)

pH=7
rpom=180

Fe=64.601%

del efluente del molino de aceite de t=120min (Zn) Fe >Zn > Mn Zn=53.644% (Shavandi et al., 2012)
palma (POME) por zeolita natural t=180min (Fe y Mn) Mn=52.446%
s=25¢gr/250mL
pH=6.2
er:”S‘;%SO Cu?*= 11.351mg/g (pH=6.2)
Determinacion de los parametros que | ._ Cu®*= 8.089mg/g (50°C)
RO t=24h
afectan la eliminacion de cobre de las | __ (Korkmaz et al., 2013)
: ; . . s=0.1g/50mL : ; .
soluciones por medio de Clinoptilolita - Capacidad total de intercambio:
Ci= 4.9 — 49mg/L 2 458 meq/
Tamafio particula: 90 - ' a9
180um
pH=6.5
Ci= 50mg/L (metal Metales individuales (zeolita sin
o . individual) recubrimiento)
Adsorcion S|multanea_1 de Cd, C_r, Cu, Ci= 30mg/L (mezcla de Pb>Cu>Cd> Pb= 9.97mglg
Pb y Zn por una zeolita australiana Zn, Cr (para _
. ; ; metales) ) . Cu=8.53mg/g (Nguyen et al., 2015)
recubierta de hierro en estudios por _ zeolita con y sin _
" s=1.0a25.0g/L L Cd=6.72mg/g
lotes y en lecho fijo B recubrimiento con _
rpm= 120 Fe) Zn=5.83mg/g
T=25°C Cr=5.03mg/g
t=24h
s= 1g/20mL Con zeolita en polvo:
t= 24h Cu*"= 385mmol/Kg
Eficacia de aplicacion de la zeolita T=ambiente Pb**= 435mmol/Kg (AL-Oud, S. S., Adel. M.

natural (clinoptilolita) para la
eliminaciéon de Pb®" y Cu®* de aguas
residuales

Ci= 25-250mg/L
Tamafio particula:
Granular>2mm
Polvo>2 ym

Pb2+ S Cu2+

Con zeolita granular:
Cu’*= 406mmol/Kg
Pb*"= 439mmol/Kg

Ghoneim, M. A. Nadeem,
2015)
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Adsorcion de metales pesados de
aguas residuales de una industria
grafica por medio de clinoptilolita

T=25°C

pH=

t=180min (Cu), 300min (Cr),
360min (Fe)

s=0,5¢9

rpm=120

Fe>Cr>Cu

Fe(l1)=95.4%
Cr(ll1)=96%
cu(1)=85.1%

(Zanin et al., 2017a)
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Secad al

Obtencién de Muestra a ser Lavado de la muestra con - 3
ambiente (5 dias)

la Zeolita preparada (7Kq) agua destilada tipo Il

Adsorbente en Tamizado de la muestra Trituracion de la Secado de la

diferentes tamanos en diferentes muestra de muestra en horno a
de particula granulometrias Zeolita 60°C por 24horas
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A\
=250
o Se coloca el adsorbente en vasos
Preparacion de las Ajuste del pH inicial en Se pesa una cantidad Erlenmeyer y luego las
soluciones de Pb y Cu, las soluciones de adsorbente definida soluciones de Pb y Cu a ser
en concentraciones evaluadas
definidas

Determinacion de la concentracion
final de Pb y Cu por absorcion
atémica

Determinacion
del pH final de
las soluciones

Filtrado de las
soluciones “shaker” por un tiempo
determinado a una velocidad de
150rpm y a T=25°C
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ANEXO |IV: Diagrama del procedimiento general para los ensayos toxicolégicos con Lactuca sativa y Allium cepa, tanto para las
diluciones de la muestra como para el toxico de referencia (control positivo).

Preparacion de las
diluciones de la muestra y
del toxico de referencia

Aplicacién de 5mL de la Colocacion de las Lote de semillas del
dilucién en las cajas Petri (5 semillas en las cajas ensayo
concentraciones, 3 réplicas) Petri (20 semillas)

Evaluacion de los signos de
fitotoxicidad de las plantulas,
comparacion con los
organismos de control

Lote de semillas en incubacién

Medicion de la radicula Conteo de las especies baio | dici I
e hipocotilo de cada una germinadas después de ajo fas con |c||ones generales
de las especies 120h de incubacién para el ensayo
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ANEXO V: Disefio general del procedimiento para el ensayo de toxicidad aguda
con semillas de lechuga y cebolla.

o &
8§ X & 228
° ; 5mL de Control
22+2°C Oscuridad .
inhibician Positivo Zn(ll)
Control Negativo ~ Control »
(Agua destilada)  Positivo Zn(ll) Diluciones de la muestra
(cada una por triplicadao)
4 120h de exposicion. »

Ensayo estatico

Registro de los signos de
Fitotoxicidad

Registro de semillas
germinadas

Medicion de la elongacidn de la
radicula y del hipocotilo

Calculo del % de inhibician
Calculo de la CI50

Fuente: modificado de Sobrero & Ronco (2004).

Pablo Alfonso Valdez Padrén — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 151



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANIZEXO VI: Preparacion de las diluciones del efluente y el toxico de referencia
(Zn“").

Fecha: 14/03/2018.

Procedimiento: para la preparacion de las muestras de efluente, se tomé la
muestra de efluente tratado con zeolita de concentraciones 940mg/L de Cu y
19,5mg/L de Pb y se tomaron 4 alicuotas para obtener concentraciones de 282,
94, 28 y 9mg/L, (fotos a 'y b).

Para el toxico de referencia (Zn?*), se pesaron 1,3726gr de sulfato de Zinc
monohidratado (ZnSO4H,0) para obtener una solucién de 500mL con una
concentracion de 1000mg/L. De alli se tomaron las alicuotas respectivas para
preparar las concentraciones de 282, 94, 28 y 9mg/L, (fotos c, d y e).
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ANEXO VII: Desarrollo del ensayo de toxicidad aguda realizado con semillas de
lechuga.

Fecha de realizacion del bioensayo: 16/03/2018.
Fecha de culminacion del bioensayo y cuantificacion de los efectos:
21/03/2018.

Procedimiento: a continuacibn se muestra la secuencia del bioensayo con
semillas de Lactuca sativa.

B S

1.- Se aplicaron 5mL de la 2.- Se colocacion de 20 semillas
dilucion en las cajas Petri, tanto de lechuga en las cajas Petri para
del efluente como del téxico de las 5 concentraciones, cada una

referencia. con tres réplicas.

3.- Lote de semillas de lechuga 4.- Lote de semillas de lechuga
correspondientes al ensayo con el efluente correspondientes al ensayo con el toxico de
referencia (Zn*")
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Resultados:
- Lote de semillas de lechuga expuestas a diferentes concentraciones del

efluente.

Concentracion C3 (94mg/L)

Concentracion C5 (940mg/L) Control Negativo
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- Lote de semillas de lechuga expuestas a diferentes concentraciones del téxico
de referencia (Zn%").

Concentracién C3 (94mg/L) Concentracion C4 (282mg/L)

Concentracion C5 (940mg/L) Control Negativo
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ANEXO VIII: Desarrollo del ensayo de toxicidad aguda realizado con semillas de
cebolla.

Fecha de realizacion del bioensayo: 20/03/2018.
Fecha de culminacion del bioensayo y cuantificacion de los efectos:
25/03/2018.

Procedimiento: a continuacién se muestra la secuencia del bioensayo con
semillas de Allium cepa.

1.- Se aplicaron 5mL de la 2.- Se colocacion de 20 semillas
dilucién en las cajas Petri, tanto de cebolla en las cajas Petri para
del efluente como del toxico de las 5 concentraciones, cada una

referencia. con tres réplicas.
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3.- Lote de semillas de cebolla 4.- Lote de semillas de cebolla
correspondientes al ensayo con el efluente correspondientes al ensayo con el toxico de

referencia (Zn*")
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Resultados:
- Lote de semillas de cebolla expuestas a diferentes concentraciones del efluente.

Concentracion C1 (9mg/L) Concentracion C2 (28mgl/L)

Concentracion C3 (94mg/L) Concentracion C4 (282mg/L)

Concentracion C5 (940mg/L) Control Negativo
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- Lote de semillas de cebolla expuestas a diferentes concentraciones del toxico de
referencia (Zn?").

Concentracion C1 (9mg/L) Concentracién C2 (28mg/L)

Concentracién C3 (94mg/L) Concentracién C4 (282mg/L)

Concentracion C5 (940mg/L) Control Negativo
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ANEXO IX: Analisis Probit para el célculo de la Clsy del efluente sobre la
germinacion de las semillas de lechuga. Programa STATGRAPHICS Centurion.

Analisis Probit - Inhibicién
Variable dependiente: Inhibicién
Tamafios de muestra: Total
Factores: Concentracion

Modelo Estimado de Regresion (Méxima Verosimilitud)

Error

Parametro Estimado Estandar
CONSTANTE -2,46062 0,229095
Concentracion 0,00536381 |0,000739081
Analisis de Desviacién

Fuente Desviacion |Gl |Valor-P
Modelo 245,965 1 0,0000
Residuo 8,97851 13 10,7746
Total (corr.) 254,943 14

Porcentaje de desviacion explicado por el modelo = 96,4782
Porcentaje ajustado = 94,9093

Pruebas de Raz6n de Verosimilitud
Factor Chi-Cuadrada |Gl
Concentracion  |245,965 1

Valor-P
0,0000

Analisis de Residuos

Estimacion Validacion
n 15
CME 0,00592496
MAE 0,0329628
MAPE
ME -0,0177997
MPE

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresion probit para describir la relacion entre Inhibicion y 1
variable(s) independiente(s). La ecuacion del modelo ajustado es

Inhibicion = normal(eta) en donde eta = -2,46062 + 0,00536381*Concentracion

Como el valor-P de la tabla de Analisis de Desviaciones es menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente
significativa entre las variables, con un nivel de confianza del 95,0%. Ademas, el valor-P para los residuos es mayor o
igual que 0,05, indicando que el modelo no es significativamente peor que el mejor modelo posible para estos datos con
un nivel de confianza del 95,0% o mayor.

Esta ventana también muestra que el porcentaje de desviacion de Inhibicion explicado por el modelo es igual a
96,4782%. Este estadistico es similar al estadistico R-Cuadrada habitual. EIl porcentaje ajustado, que es mas apropiado
para comparar modelos con diferente nimero de variables independientes, es 94,9093%.

Para determinar si el modelo puede ser simplificado, note que el valor-P mas alto para las pruebas de verosimilitud es
0,0000, que pertenece a Concentracion. Como el valor-P es menor que 0,05, ese término es estadisticamente
significativo al nivel de confianza del 95,0%. Consecuentemente, usted probablemente no quisiera eliminar ninguna
variable del modelo.

Tabla de Predicciones Inversas para Concentracion

LC Inferior 95,0% [LC Superior 95,0%
Porcentaje |Concentracion Limite Conf. Limite Conf.
0,1 -117,384 -262,814 -27,7917
0,5 -21,4785 -135,729 52,0262
1,0 25,034 -75,0604 91,7008
2,0 75,856 -9,92797 136,209
3,0 108,101 30,5225 165,322
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4,0 132,357 60,3688 187,805
5,0 152,088 84,2063 206,534
6,0 168,882 104,143 222,828
7,0 183,607 121,33 237,407
8,0 196,792 136,471 250,71

9,0 208,782 150,026 263,023
10,0 219,82 162,318 274,543
15,0 265,519 211,254 324,195
20,0 301,839 247,964 365,84

25,0 332,998 278,091 402,933
30,0 360,98 304,239 437,152
35,0 386,909 327,834 469,496
40,0 411,513 349,757 500,653
45,0 435,319 370,611 531,156
50,0 458,745 390,848 561,457
55,0 482,172 410,851 591,993
60,0 505,977 430,976 623,224
65,0 530,581 451,599 655,682
70,0 556,511 473,169 690,051
75,0 584,493 496,29 727,296
80,0 615,652 521,878 768,929
85,0 651,972 551,533 817,628
90,0 697,67 588,638 879,111
91,0 708,708 597,57 893,99

92,0 720,699 607,264 910,166
93,0 733,883 617,909 927,964
94,0 748,608 629,784 947,856
95,0 765,402 643,31 970,561
96,0 785,133 659,179 997,257
97,0 809,389 678,659 1030,11
98,0 841,634 704,511 1073,82
99,0 892,456 745,17 11428

99,5 938,969 782,304 1206,01
99,9 1034,87 858,692 1336,52

El StatAdvisor
Esta tabla muestra las predicciones inversas obtenidas del modelo ajustado. Las predicciones inversas indican el valor de
Concentracién al cual el modelo alcanza ciertos porcentajes. Por ejemplo, el valor correspondiente a p=50% (LD50) es
igual a 458,745. También se muestran intervalos fiduciarios aproximados de confianza para las predicciones inversas.

porcentaje acumulado

99,9
99
95
80
50
20

0,1

Probit(Inhibicién)

con intervalos de confianza del 95,0%

(=]

|
200

|
400

|
600

Concentracion

|
800
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ANEXO X: Andlisis Probit para el calculo de la Clso del efluente sobre la
germinacion de las semillas de cebolla. Programa STATGRAPHICS Centurion.

Analisis Probit - Inhibicién
Variable dependiente: Inhibicién
Tamafios de muestra: Total

Factores: Concentracion

Modelo Estimado de Regresion (Méxima Verosimilitud)
Error
Parametro Estimado Estandar
CONSTANTE -1,40378 0,145267
Concentracion 0,00704781 |0,00086668

Analisis de Desviacion

Fuente Desviacion |Gl [Valor-P
Modelo 196,008 1 0,0000
Residuo 6,86582 13 10,9089
Total (corr.) 202,874 14

Porcentaje de desviacion explicado por el modelo = 96,6157
Porcentaje ajustado = 94,644

Pruebas de Raz6n de Verosimilitud
Factor Chi-Cuadrada |Gl |Valor-P
Concentracion  |196,008 1 0,0000

Analisis de Residuos
Estimacion  |Validacion
n 15

CME 0,0303472
MAE 0,0497922
MAPE 37,9091
ME -0,0034821
MPE -18,8346

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresion probit para describir la relacion entre Inhibicion y 1
variable(s) independiente(s). La ecuacion del modelo ajustado es

Inhibicion = normal(eta) en donde eta = -1,40378 + 0,00704781*Concentracion

Como el valor-P de la tabla de Analisis de Desviaciones es menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente
significativa entre las variables, con un nivel de confianza del 95,0%. Ademas, el valor-P para los residuos es mayor o
igual que 0,05, indicando que el modelo no es significativamente peor que el mejor modelo posible para estos datos con
un nivel de confianza del 95,0% o mayor.

Esta ventana también muestra que el porcentaje de desviacion de Inhibicion explicado por el modelo es igual a
96,6157%. Este estadistico es similar al estadistico R-Cuadrada habitual. EIl porcentaje ajustado, que es mas apropiado
para comparar modelos con diferente nimero de variables independientes, es 94,644%.

Para determinar si el modelo puede ser simplificado, note que el valor-P mas alto para las pruebas de verosimilitud es
0,0000, que pertenece a Concentracion. Como el valor-P es menor que 0,05, ese término es estadisticamente
significativo al nivel de confianza del 95,0%. Consecuentemente, usted probablemente no quisiera eliminar ninguna
variable del modelo.

Tabla de Predicciones Inversas para Concentracion

LC Inferior 95,0% [LC Superior 95,0%
Porcentaje |Concentracion Limite Conf. Limite Conf.
0,1 -239,29 -358,916 -164,547
0,5 -166,3 -263,71 -104,769
1,0 -130,901 -217,715 -75,5993
2,0 -92,2221 -167,667 -43,5196
3,0 -67,6819 -136,071 -23,0077
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4,0 -49,2212 -112,413 -7,46788
5,0 -34,2049 -93,2557 5,26005
6,0 -21,4236 -77,0251 16,1685
7,0 -10,2169 -62,8612 25,8003
8,0 -0,182649 -50,241 34,4862
9,0 8,94311 -38,8216 42,444
10,0 17,3434 -28,3657 49,8248
15,0 52,1229 14,1993 81,1087
20,0 79,7645 46,8847 107,116
25,0 103,479 73,8116 130,542
30,0 124,774 96,9396 152,633
35,0 144,508 117,428 174,047
40,0 163,234 136,067 195,168
45,0 181,351 153,445 216,26
50,0 199,18 170,02 237,542
55,0 217,009 186,175 259,244
60,0 235,126 202,251 281,637
65,0 253,852 218,585 305,063
70,0 273,586 235,561 329,989
75,0 294,882 253,67 357,099
80,0 318,596 273,64 387,483
85,0 346,237 296,722 423,093
90,0 381,017 325,55 468,114
91,0 389,417 332,485 479,016
92,0 398,543 340,008 490,869
93,0 408,577 348,269 503,915
94,0 419,784 357,483 518,497
95,0 432,565 367,976 535,142
96,0 447,581 380,286 554,717
97,0 466,042 395,396 578,805
98,0 490,582 415,449 610,861
99,0 529,261 446,989 661,449
99,5 564,66 475,8 707,802
99,9 637,65 535,086 803,5

El StatAdvisor
Esta tabla muestra las predicciones inversas obtenidas del modelo ajustado. Las predicciones inversas indican el valor de
Concentracién al cual el modelo alcanza ciertos porcentajes. Por ejemplo, el valor correspondiente a p=50% (LD50) es
igual a 199,18. También se muestran intervalos fiduciarios aproximados de confianza para las predicciones inversas.

porcentaje acumulado
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ANEXO XI: Célculo de la Clsp ante la inhibicién de la raiz y del hipocotilo de las
semillas de lechuga frente a varias concentraciones del efluente de refinacion.

Programa GraphPad Prism 7.00.

Dosis-respuesta (Inhibicién Raiz)

Dosis-respuesta (Inhibicién Hipocotilo)

log(agonist) vs. normalized response -- Variable

log(agonist) vs. normalized response -- Variable

Concentracidn

Concentracidn

slope slope
Best-fit values Best-fit values
LogEC50 0,9368 LogEC50 1,745
HillSlope 1,187 HillSlope 2,564
EC50 8,646 EC50 55,54
Std. Error Std. Error
LogEC50 0,02237 LogEC50 0,06446
HillSlope 0,07909 HillSlope 0,6362
95% CI (profile likelihood) 95% CI (profile likelihood)
LogEC50 0,8542 to 1,002 LogEC50 1,549 to ???
HillSlope 0,9538t0 1,479 HillSlope 1,052 to +infinity
EC50 7,148 to 10,03 EC50 35,39 to ???
Goodness of Fit Goodness of Fit
Degrees of Freedom 3 Degrees of Freedom 3
R square 0,9957 R square 0,9754
Adjusted R square 0,9943 Adjusted R square 0,9672
Absolute Sum of Squares 6,996 Absolute Sum of Squares 187
Sy.x 1,527 Sy.x 7,895
Number of points Number of points
# of X values 5 # of X values 5
# Y values analyzed S) # Y values analyzed S)
Dose-response Dose-response
150 1 150
.5 1001 .5 1004
c =
= 504 = 50+
L]
0 . r r ) 0 r r .
0 1 2 3 4 0 1 3 4
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ANEXO XII: Calculo de la Clsp ante la inhibicion de la raiz y del hipocotilo de las
semillas de lechuga frente a varias concentraciones del toxico de referencia

(Zn?*"). Programa GraphPad Prism 7.00.

Dosis-respuesta (Inhibicion Raiz)

Dosis-respuesta (Inhibicion Hipocaotilo)

log(agonist) vs. normalized response -- Variable

log(agonist) vs. normalized response -- Variable

slope slope
Best-fit values Best-fit values
LogEC50 1,603 LogEC50 1,85
HillSlope 2,085 HillSlope 1,653
EC50 40,05 EC50 70,72
Std. Error Std. Error
LogEC50 0,03474 LogEC50 0,05494
HillSlope 0,2895 HillSlope 0,3017
95% CI (profile likelihood) 95% CI (profile likelihood)
LogEC50 1,496 to 1,715 LogEC50 1,674 to 2,029
HillSlope 1,338 10 4,44 HillSlope 0,9311t0 5,61
EC50 31,36 to 51,92 EC50 47,21 to 106,9

Goodness of Fit

Goodness of Fit
Degrees of Freedom 3 Degrees of Freedom 3
R square 0,9922 R square 0,9832
Adjusted R square 0,9895 Adjusted R square 0,9776
Absolute Sum of Squares 53,53 Absolute Sum of Squares 112,5
Sylx 4,224 Syx 6,123
Number of points Number of points
# of X values 5 # of X values 5
# Y values analyzed 3] # Y values analyzed 5
150 - 150 -
.5 100+ ® 5 100
= =] -
o o
£ £
£ 504 = 50-
o T L] 1 0 T T 1
0 1 2 3 4 0 2 3 4
Concentracion Concentracion
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ANEXO XIII: Calculo de la Clsp ante la inhibicion de la raiz y del hipocotilo de las
semillas de cebolla frente a varias concentraciones del efluente de refinacion.

Programa GraphPad Prism 7.00.

Dosis-respuesta (Inhibicién Raiz)

Dosis-respuesta (Inhibicién Hipocotilo)

log(agonist) vs. normalized response -- Variable

log(agonist) vs. normalized response -- Variable

slope slope
Best-fit values Best-fit values
LogEC50 1,26 LogEC50 1,789
HillSlope 1,198 HillSlope 0,8117
EC50 18,19 EC50 61,51
Std. Error Std. Error
LogEC50 0,0419 LogEC50 0,08244
HillSlope 0,1413 HillSlope 0,132
95% CI (profile likelihood) 95% CI (profile likelihood)
LogEC50 1,116 to 1,39 LogEC50 1,492 to0 1,98
HillSlope 0,8069 to 1,796 HillSlope 0,4764 to 1,349
EC50 13,07 to 24,54 EC50 31,05 to 95,46
Goodness of Fit Goodness of Fit
Degrees of Freedom 3 Degrees of Freedom 3
R square 0,9869 R square 0,9467
Adjusted R square 0,9826 Adjusted R square 0,9556
Absolute Sum of Squares 43,36 Absolute Sum of Squares 202
Sy.x 3,802 Sy.x 7,107
Number of points Number of points
# of X values 5 # of X values 5
# Y values analyzed S) # Y values analyzed S)
Dose-response Dose-response
150 - 150
= 1001 = 100 .
k= . o
S =)
= =
= £
= 50 = 50
L ]
0 L] T 1 0 T L] 1
0 1 3 4 0 1 2 3 4
Concentracion Concentracidn

Pablo Alfonso Valdez Padrén — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL

165




UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO XIV: Calculo de la Clsp ante la inhibicion de la raiz y del hipocotilo de las
semillas de cebolla frente a varias concentraciones del téxico de referencia (Zn

Programa GraphPad Prism 7.00.

5]
==

2,

Dosis-respuesta (Inhibicién Raiz)

Dosis-respuesta (Inhibicién Hipocotilo)

log(agonist) vs. normalized response -- Variable

log(agonist) vs. normalized response -- Variable
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slope slope
Best-fit values Best-fit values
LogEC50 1,914 LogEC50 2,75
HillSlope 0,6585 HillSlope 1,102
EC50 82 EC50 562,34
Std. Error Std. Error
LogEC50 0,2049 LogEC50 0,202
HillSlope 0,2326 HillSlope 0,5836
95% CI (profile likelihood) 95% Confidence Intervals
LogEC50 -0,3369 to 2,496 LogEC50 2,052 to 3,338
HillSlope 0,07699 to 4,179 HillSlope -0,7551 to 2,959
EC50 0,4603 to 313,4 EC50 112,8 to 2177
Goodness of Fit Goodness of Fit
Degrees of Freedom 3 Degrees of Freedom 3
R square 0,819 R square 0,6802
Adjusted R square 0,7586 Adjusted R square 0,5736
Absolute Sum of Squares 562,9 Absolute Sum of Squares 858,3
Sy.x 13,7 Sy.x 16,91
Number of points Number of points
# of X values 5 # of X values 5
# Y values analyzed S) # Y values analyzed 5
Dose-response Dose-response
100 - 801
L ]
. .
80 604
= ‘C
S 60 i
= [ 240 -
= =
£ 40 ° =
= = .
20 . 201 o/ @
L ]
0 L] L] L] 1 0 T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Concentracion Concentracian
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ANEXO XV: Resultados del andlisis estadistico de normalidad (Kolmogorov-
Simirnov) y prueba de hipotesis (H de Kruskal-Wallis) para las semillas de lechuga
expuestas al efluente y al Zn?*.

Efluente
Pruebas de normalidad®*
Kolmogorov-Smirnoy® Shapiro-Wilk
Concentracian | Estadistico ql Sig. Estadistico al Sig.
Radicula_Lactuca_Eflu Ctrl. Megativo 067 60 200 889 G0 883
Smg/l 081 g0 200 882 G0 S16
28mall 1582 g0 .0oo 815 G0 .0on
S4mall 459 &0 000 438 60 ,0o0
282mall 252 0 .0oo 808 G0 .oon
Hipocotilo_Lactuca_Eflu  Ctrl. Megativao 082 60 200 889 G0 ava
Smg/l 138 g0 006 969 G0 136
28mall 185 g0 .0oo 834 G0 .0on
S4mall 130 &0 013 945 60 004
282mall 5249 g0 .0o0 308 G0 ,oon

* Este es un limite inferior de la significacidn verdadera.

a. Correccidn de |a significacion de Lilliefors

. Radicula_Lactuca_Eflu es una constante cuando Concentracidn = 940moiL y se ha desestimado.
d. Hipocotilo_Lactuca_Eflu es una constante cuando Concentracian = 940mo/Ly se ha desestimado.

Zn*
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Concentracion | Estadistico ql Sig. Estadistico al Sig.
Radicula_Lactuca_7Zn Ctrl. Megativo 082 G0 ,2[][]‘ S56 A0 030
GmolL 18 G0 038 470 60 143
28maoiL 1T 60 038 968 60 13
G4magil 65 G0 000 951 80 017
282malL 217 G0 ,aao 887 60 ,000
840mafL 332 60 000 738 60 ,000
Hipocotilo_Lactuca_Zn  Ctrl. Kegativo 20 G0 03 535 &0 003
SmglL 138 G0 006 866 60 000
28maoiL 160 60 ,aanz2 873 60 ,000
G4maoiL 085 60 200" RN 60 458
282magiL 243 60 000 JBE1 60 000
S40maiL 496 G0 ,aao 4492 60 ,000

* Este es un limite inferior de |a significacidn verdadera.
a. Correccion de |a significacion de Lilliefors

Para un tamafio de muestra mayor a 50 datos consideramos los resultados la
prueba de Kolmogorov-Simirnov, los cuales indican que no se cumple la
distribucion normal, tanto en las pruebas con el efluente como en las realizadas
con el Zn?*. Por ende se aplicaron las pruebas no paramétricas en los anélisis de
datos.

Para las pruebas de kruskal-Wallis se plantearon las siguientes hipotesis nulas:
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Resumen de prueba de hipotesis
Hipotesis nula Test Sig. Decision
La distribucidn de Prueba Kruskal-
Radicula_Lactuca Eflu es la misma Wallis de 000 Eieg?::iir s
entre las categorias de muestras : Fi
Concentracian. independientes AUla.
La distribucidn de FPrueba Kruskal-
Hipocotilo_Lactuca_Eflu es |a Wallis de 000 Eieg?::iir la
misma entre las categorias de muestras ' Fi
Concentracidn. independientes AU,

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

Estadisticos de contraste®®
Fadicula_Lac | Hipocotilo_La
tuca_Eflu ctuca_Eflu
Chi-cuadrado 329774 310,244
gl 5 5
Sig. asintdt. ,oon ,oon

a. Prueha de Kruskal-Wallis
b.Wariahle de agrupacidn: Concentracidn

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesis nula Test Sig. Decision
La distribucidn de Prueba Kruskal-
Radicula_Lactuca Zn es la misma  Wallis de 000 Eieg?::iir I
entre las categorias de muestras ' nupia
Concentracion. independientes :
La distribucidn de Prueba Kruskal-
Hipocotilo Lactuca_Zn es la misma  Wallis de 000 Eieg?::iir la
entre las categorias de muestras ' nupia
Concentracidn. independientes :

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

Estadisticos de contraste®"
Radicula_Lac | Hipocotilo_La
tuca_Zn ctuca_Zn
Chi-cuadrado 288,944 299162
gl ] ]
Sig. asintot. 000 000

a. Prueha de Kruskal-Wallis
b.Wariahle de agrupacion: Concentracidn

Segun los resultados de las pruebas de kruskal-Wallis se determiné que p<0,05,
por lo que se rechaza la hipétesis nula y se comprueba de que existen diferencias
significativas entre los grupos contrastados tanto para el caso con el efluente
como para el Zn?".
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ANEXO XVI: Resultados del analisis estadistico de normalidad (Kolmogorov-
Simirnov) y prueba de hipotesis (H de Kruskal-Wallis) para las semillas de cebolla
expuestas al efluente y al Zn?*.

Efluente
Pruebas de normalidad®
Kalmogorov-Smirnoy® Shapiro-wWilk
Concentracion | Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Radicula_Allium_Eflu Ctrl. Megativo 18 G0 042 546 G0 010
Smail 13 G0 056 950 G0 016
28mail 115 G0 045 947 G0 012
S4mail 258 G0 000 854 G0 000
282mgiL 444 60 000 B87 60 000
Hipocotilo_Allium_Eflu  Ctrl. Megativo 183 G0 000 509 G0 0oo
Smail 083 G0 ,200‘ 955 G0 028
28mail 087 &0 200 947 G0 011
S4mail 215 G0 000 BB6 G0 000
282mail 533 G0 ,aoo 3149 G0 000

* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

b. Radicula_Allium_Eflu es una constante cuando Concentracion = 940maiLy se ha desestimado.
d. Hipocotilo_Allium_Eflu es una constante cuando Concentracion = 940malL y se ha desestimado.

Zn?*
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Concentracian | Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Radicula_Allium_Zn Ctrl. Megativo 138 60 0058 G524 60 oo
SmalL Jas G0 000 78z &0 000
28maoil V166 G0 000 JBET &0 000
94mail 180 G0 000 BAB &0 000
282malL 307 G0 000 787 &0 000
940maiL 265 G0 000 8571 &0 000
Hipocotilo_Allium_Zn  Ctrl. Megativo 1548 60 001 G524 60 oo
SmalL 83 G0 000 825 &0 000
28maoil 142 G0 004 a0z &0 000
94mail 204 G0 000 881 &0 000
282malL a8z G0 000 (861 &0 000
940malL 209 G0 000 830 &0 000

a. Correccion de |a significacidn de Lilliefors

Los resultados la prueba de Kolmogorov-Simirnov indican que no se cumple la
distribucion normal, tanto en las pruebas con el efluente como en las realizadas
con el Zn?*. Por ende se aplicaron las pruebas no paramétricas en los analisis de
datos.

Para las pruebas de kruskal-Wallis se plantearon las siguientes hipotesis nulas:
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Resumen de prueba de hipbtesis
Hipétesis nula Test Sig. Decisidon
La distribucidn de Prueba Kruskal-

1 Radicula_Allium_Eflu es la misma  Wallis de 000 Eieg?::iir la
entre las categorias de muestras ' nupia
Concentracian. independientes :

La distribucidn de Prueba Kruskal-

o Hipocotilo_Allium_Eflu es la misma  Wallis de 000 Eieg?::iir la
entre las categorias de muestras ' nupia
Concentracidn. independientes :

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es 05,

Estadisticos de contraste™®°
Radicula_Alli Hipocotilo_All
um_Eflu Lum_Eflu
Chi-cuadrado 243748 221,519
al 5 ]
Sig. asintot. 000 000
a. Prueba de Kruskal-Wallis
b.Wariahle de agrupacidn: Concentracidn
Resumen de prueba de hipétesis
Hipodtesis nula Test Sig. Decision
La distribucidn de Prueba Kruskal-
Radicula_Allium_Zn es la misma  Wallis de 000 Eieg?::iir I
entre las categorias de muestras ' Fi
Concentracidn. independientes L.
La distribucidn de Prueba Kruskal-
Hipocotilo_Allium_Zn es la misma  Wallis de 000 Eieg?::iir I
entre las categorias de muestras ' nupla
Concentracidn. independientes :

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

Estadisticos de contraste®”

Radicula_Alli Hipocotilo_All

um_~=n um_~Zn
Chi-cuadrado 1066M 67,702
al ] ]
Sig. asintdt, 000 000

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Wariahle de agrupacidn: Concentracidn

Segun los resultados de la prueba de kruskal-Wallis se determiné que p<0,05, por
lo que se rechaza la hipotesis nula y se comprueba de que existen diferencias
significativas entre los grupos contrastados tanto para los ensayos con el efluente
como para el Zn?".
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ANEXO XVII: Resultados del analisis estadistico de comparacion de datos entre
concentraciones del efluente y del téxico de referencia (control positivo), para las
semillas de lechuga. Prueba de Mann-Whitney.

Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Suma de Radicula_Lac Hipocotilo_La
Caoncentracion M promedio rangos tuca ciuca
Radicula_Lactuca amgiL Efluente G0 36,55 2153,00 L de Mann-Whitney 363,000 532,000
9mglL Zn2+ 60 84 45 5067,00 W de Wilcoxon 21583,000 2462,000
Total 120 z -7,548 -6,139
Hipocotilo_Lactuca  9maoiL Efluente G0 749,497 4758,00 Sig. asintdt. (hilateral) ,ooo ,ooo
mail Zn2+ 60 4,03 2462,00 a. Variable de agrupacidn: Concentracion
Tatal 120
Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Suma de Radicula_Lac | Hipocotilo_La
Concentracidn M promedio rangos tuca ctuca
Radicula_Lactuca 28malL Efluents G0 33,08 1984 50 L de Mann-Whitney 164,500 1099000
28malL Zn2+ 60 87,83 527550 W de Wilcoxon 1984,500 2928,000
Tatal 120 rd -8,652 -3,688
Hipocotilo_Lactuca  28mog/L Efluente G0 7218 433100 Sig. asintdt. (hilateral) ,ooo Jooo
2BmglL Zn2+ 60 48,82 292800 a Variable de agrupaciin: Concentracidn
Tatal 120
Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Suma de Radicula_Lac Hipocotilo_La
Concentracion M promedio rangos tuca ctuca
Radicula_Lactuca 94moiL Efluente G0 3385 2031,00 L de Mann-Whitney 201,000 595,500
94mall Zn2+ 60 8715 5228,00 W de Wilcoxon 2031,000 2425500
Tatal 120 Z -8,851 -6,342
Hipocotilo_Lactuca  94mall Efluente 60 40,43 242550 Sig. asintdt. (bilateral) .ooo 000
S4mgiL Zn2+ 60 80,58 4834 50 a.Variable de agrupacidn: Concentracidn
Tatal 120
Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Suma de Radicula_Lac | Hipocotilo_La
Concentracian i promedio rangos tuca ciuca
Radicula_Lactuca 282mg/L Efluente G0 4552 2731,00 LI de Mann-Whitney 901,000 188,000
282moll Zn2+ 60 75,48 452900 W de Wilcoxon 2731,000 2018,000
Total 120 z -4,985 -8,137
Hipocotilo_Lactuca  282maolL Efluente 60 33,63 2018,00 Sig. asintdt. (bilateral) 000 000
282mglL Zn2+ 60 87,37 5242,00 a. Variable de agrupacién: Concentracidn
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Sumade Radicula_Lac | Hipocotilo_La
Concentracion N promedio rangos tuca ctuca
Radicula_Lactuca 940maiL Efluente &0 36,50 2180,00 LI de Mann-Whitney 360,000 1470,000
940malL Zn2+ 60 84,50 5070,00 W de Wilcoxon 2180,000 3300,000
Total 120 z -8,654 -3,463
Hipocotilo_Lactuca  940ma/L Efluente G0 55,00 3300,00 Sig. asintat, (hilateral) oo 00
940mg/L Zn2+ 60 66,00 3960,00 a.Variahle de agrupacidn: Concentracidn
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Suma de Radicula_Lac Hipocotilo_La
Concentracién M promedio rangos tuca ctuca
Radicula_Lactuca Ctrl. Megativo Efluente 60 61,31 3678,50 U de Mann-Whitney 1751,500 1217,000
Ctrl. Negativo Zn2+ 60 59,69 3581,50 W de Wilcoxon 3581,500 3047,000
Total 120 z -,255 -3,067
Hipocotilo_Lactuca  Ctrl. Megativo Efluente 60 70,22 421300 Sig. asintdt. (hilateral) 794 ooz
Ctrl. Megativo Zn2+ 60 50,78 3047,00 a. Variahle de agrupacion: Concentracion
Total 120
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ANEXO XVIII: Resultados del analisis estadistico de comparacion de datos entre
concentraciones del efluente y del téxico de referencia (control positivo), para las
semillas de cebolla. Prueba de Mann-Whitney.

Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Sumade Radicula_Alli Hipocotilo_Alli
Concentracién promedio rangos um um
Radicula_Allium 9moiL Efluente 60 67,53 4052,00 U de Mann-Whitney 1378,000 1567,000
SmaiL Zn2+ 60 53,47 3208,00 W de Wilcoxon 3208,000 3387,000
Total 120 z -2.22 -1,279
Hipocotilo_Allium  9mg/L Efluente 60 64 55 387300 Sig. asintdt. (bilateral) 026 201
gmg/l Zn2+ 60 56,45 3387,00 a. Variable de agrupacion: Concentracidn
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Suma de Radicula_Alli Hipocotilo_Alli
Concentracian M promedio rangos um um
Radicula_Allium 28mgiL Efluente 60 54,60 3276,00 L de Mann-Whitney 1446,000 1557,500
28mgiL Zn2+ 60 66,40 3984,00 W de Wilcoxon 3276,000 3387,500
Total 120 z -1,865 -1,277
Hipocotilo_Allium  28magiL Efluente 60 56,46 3387.50 Sig. asintdt. (bilateral) 062 2
28mgll Zn2+ 60 64,54 387250 a. Variable de agrupacidn: Concentracion
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Suma de Radicula_Alli Hipocotilo_Alli
Concentracian M promedio rangos um um
Radicula_Allium 94moiL Efluente 60 42,84 2570,50 U de Mann-Whitney 740,500 1100,500
94mgiL Zn2+ 60 78,16 4689,50 W de Wilcoxon 2570,500 2930,500
Total 120 z -5,659 -3,712
Hipocotilo_Allium  84moiL Efluente G0 48 84 293050 Sig. asintdt. (bilateral) ,ooo ,ooo
94mgiL Zn2+ 60 7216 432950 a. Wariable de agrupacidn: Concentracidn
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Suma de Radicula_Alli Hipocotilo_Alli
Concentracian M promedio rangos um um
Radicula_Allium 282maolL Efluente 60 41,60 248600 LI de Mann-Whitney 666,000 A71,000
282mgil Zn2+ 60 79,40 4764,00 W de Wilcoxon 2496,000 2401,000
Total 120 rd -6,317 -7,287
Hipocotilo_Allium  282maiL Efluente 60 40,02 240100 Sig. asintdt. (hilateral) ,aoo ,aoo
282moil Zn2+ 60 8098 4859,00 a.Variable de agrupacién: Concentracion
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®
Rango Suma de Radicula_Alli Hipocotilo_Alli
Concentracidn I promedio rangos um um
Radicula_allium 940maiL Efluente G0 37,00 2220,00 U de Mann-Whitney 390,000 540,000
940mgiL Zn2+ 60 84,00 5040,00 W de Wilcoxon 2220,000 2370,000
Total 120 z -8,479 -7,786
Hipocotilo_Allium  940moiL Efluente G0 39,50 2370,00 Sig. asintdt. (hilateral) ,aoo Joon
940mgiL Zn2+ 60 81,50 4890,00 a.Variable de agrupacion: Goncentracion
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste?®
Rango Suma de Radicula_Alli Hipocotilo_Alli
Concentracion M promedio rangos um um
Radicula_Allium Ctrl. Megativo Efluente 60 56,90 341400 U de Mann-Whitney 1584000 1586,000
Ctrl. Negativo Zn2+ 60 64,10 3846,00 W de Wilcoxon 3414000 3416,000
Total 120 z -1,137 -1,128
Hipocotilo_Allium  Cirl. Negativo Efluenta 60 56,93 3416,00 Sig. asintdt. (hilateral) 266 258
Ctrl. Negativo Zn2+ 60 64,07 3844,00 a.Variable de agrupacién: Concentracién
Total 120
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ANEXO XIX: resultados de la caracterizacion fisico-quimica de la zeolita y del
efluente de refinacion y lecturas de las concentraciones finales de Cu y Pb
obtenidas en la evaluacion de los parametros de adsorcion.
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Efuente de
PARAMETRO UMNIDADES
1100117 __
Al ‘AL' s [}
¢ e
DROos * mot Interferencia
2464
e =S
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

N* RMG 1498-1505
REPORTE DE RESULTADOS

Hoja 1 de )
CESEMIN
UNIVERSIOAD DE CUENCA

CLIENTE: Pablo Valdez

MUESTRA: LIQUIDO (8) DE TESIS ENSAYO TOXICOLOGICO DE
EFLUENTES LIQUIDOS DE REFINACION DE ORO Y LA
POSIBLE REMOCION DE METALES PESADOS COBRE
(Cu) Y PLOMO (Pb) MEDIANTE EL EMPLEO DE ZEOLITA

NATURAL.
FECHA: 2017-09-13
uAual_a_qulImo%
MUESTRA ug/L_J
MUESTRA 1 9,56
MUESTRA2 1,28
|___MUESTRA 3 0.87
MUESTRA 4 1,14
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

’Tl'” NYRMG 15061510
g 4 REPORTE DE RESULTADOS

Hoj 1 de |
CESEMIN

__UNIVERSIDAD DE CUBNCA |
CLIENTE: Pablo Valdez

MUESTRA: LIQUIDO 8) DE TESIS ENSAYO TOXICOLOGICO DE

EFLUENTES LIQUIDOS DE REFINACION DE ORO Y LA
POSIBLE REMOCION DE METALES PESADOS COBRE (Cu) ¥
PLOMO (Pb) MEDIANTE EL EMPLEO DE ZEOLITA NATURAL

FECHA: 2017-09-19
ANALISIS QuiMICO
’ MUESTRA Vlul:;l. '
MUESTRA 1 14,32
L_MUESTRA 2 3.04
MUESTRA 3 0.31
MUESTRA 4 NC.
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

N RMG 1514-152)
(S | REPORTE DE RESULTADOS

Hoja 1 de |
CESEMIN

UNIVERSIOAD DU CUENCA |

CLIENTE: Pablo Valdez
MUESTRA: LIQUIDO (85 DE TESIS EXSAYO TOXICOLOGICO DE EFLUENTES

LIQUIDOS DE REFINACION DE ORO Y LA POSIBLE REMOCION DE
METALES PESADOS COBRE (Cul Y PLOMO (Foy MEDIANTE L
EMPLEO DE ZEOLITA NATURAL
FECHA: 2017-09-25

,__A_n_,m!!m_heg%_
MUESTRA - ngl_l.

MUESTRA1 | NC.

L _
MUESTRA 2 NC. |
 MUESTRA3 NC.
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

é REPORTE DE RESEETADOS
CESEMIN

e e “ 8

Hoga 1 d¢ )

-

| UNIVENSIOAD DF CUENCA .

CLIENTE: Pablo Valdez

MUESTRA: UQUIDG (8] DE TESIS EXSAYO TOXOLOGIIO DE EFLUENTES

UQUIDOS DE REFINACION DE ORO ¥ LA POSIBLE REMOUION UE
METALES PESADOS COBRE (Cu) ¥ PLOMO 1My MEDIANTE EL
EMPLEO DE ZEOLITA NATURAL

FECHA: 2017-09-25

4 -
B
OBSERVAC et
2. Fecha de recep B f
A -y
A
sponsable AT
mig

NURMO 1S22-1529
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

N RMG 1533-1541
O REPORTE DE RESULTADOS Hoj 1de

CESEMIN
|_UNIVERSIDAD O€ CUENCA |

CLIENTE: Pablo Valdez
MUESTRA: LIQUIDO ) DE TESIS ENSAYO TOXICOLOGICO DE EFLUENTES

LIQUIDOS DE REFINACION DE ORO Y LA POSIBLE REMOCION DE
METALES PESADOS CUBRE |Cu) ¥ PLOMO (Pb MEDIANTE ElL
EMPLEO DE ZEOLITA NATURAL

FECHA: 2017-10.04
ANALISIS QuiMiCO
— - —————
| MUESTRA l mg/L ] MUESTRA  mg/L
- MUESTRA 1 | 2463 | ,___MUESTRAS ____ 74.50
MUESTRAZ | 1042 muestrae | ' |
MUESTRA 3 13.62 MUESTRA 7 l Ll
uu;mm4 1328 | MUESTRA 8 &
| MUESTRAS | 1150 MUESTRA 9 35.77
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

. — ——————— - - T
6 N*RMG 1617
3 REPORTE DE RESULTADOS

Hoja 1 de |
CESEMIN . . -
wsayasn | G UCUENCA-EP

UNIVERSIDAD OF CUENCA al

CLIENTE: Pablo Valdez

MUESTRA: LIQUIDO (1) DE TESIS ENSAYO TOXICOLOGICO DE

EFLUENTES LIQUIDOS DE REFINACION DE ORO Y LA
POSIBLE REMOCION DE METALES PESADOS COBRE (Cu) Y
PLOMO (Pbj MEDIANTE EL EMPLEO DE ZEOLITA NATURAL.

FECHA: 2018-02-01
ANALISIS QuiMICO
Pb Cu
MUESTRA mg/L mg/L
MUES'I'MPI:-Q:l 5,11 23,66 J
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

JQ .ll( WIIENCA L 1 N RMG 15691574
—— Hoja 1 de |

~
CESEMIN =

REPORTE DE RESULTADOS

CLIENTE: Pablo Valdez

MUESTRA: LIQUIDG ) DE TESIS ENSAYO TOXICOLOGICO DE EFLUENTES
UQUIDOS DE REFINACION DE ORO ¥ LA POSIBLE REMOCION DE
METALES PESADOS COBRE (Cul Y PLOMO (Pb) MEDIANTE EL
EMPLEO DE ZBOLITA NATURAL

FECHA: 20171122
ANALISIS QUIMICO
. — =
s A | men SRRy | imgn.
MUESTRA 1 19,50 MUESTRA | 940
MUESTRA 2 33,15 MUESTRA 2 1200
MUESTRA 3 2,15 MUESTRA 3 23840
MUESTRA 4 NC MUESTRA 4 18,16
MUESTRA § 0,52 'MUESTRA 5 166
MUESTRAG | MUESTRA6 | 242
1. N.C: No( b
2. Método:

-
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

:; N* RMCG 1544.1548
- REPORTE DE RESULTADOS Hoja 1 de |

CESEMIN

UNIVERSIDAD OF CUENCA |

CLIENTE: Pablo Valdez

MUESTRA: LIQUIDO () DE TESIS ENSAYO TOXICOLOGICO DE EFLUENTES
LIQUIDOS DE REFINACION DE ORO Y LA POSIBLE REMOCION DE
METALES PESADOS COBRE (Cu) ¥ PLOMO (Pbi MEDIANTE EL
EMPLEO DE ZEOLITA NATURAL

FECHA: 2017-10-11
ANALISIS QuiMICO
' )
MUESTRA | mg/L
MUESTRA 1.1 0,60
MUESTRA 1.2 2,10
MUESTRA 4 464
Cu
e ’“"' I'- ;.. ;‘“‘; I »
= .
. e ¥
‘ i~
.'1
1. Método: L
2. mw,
B Y i P
?
.b‘ A
: i
»
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

CESEMIN

‘Jl)i U C

CLIENTE:
MUESTRA:

FECHA:

N* RMG 1535741

S04
REPORTE DE RESULTADOS
Hoja 1de |
Pablo Valdez
LIQUIDO 8] DE TESIS ENSAYO TOXICOLOGICU DE EFLUENTES
LIQUIDOS DE REFINACION DE ORO Y LA POSIBLE REMOCION DE
METALES PESADOS COBRE (Cul ¥ PLOMO [Py MEDIANTE EL
EMPLEO DE ZEOLITA NATURAL
2017-11-17
ANALISIS QuiMICO
’ e |
| MUESTRA mg/L
— +— =
MUESTRA 1 096 |
MUESTRA 2 041
MUESTRA 3 0.53
MUESTRA 4 0,64
MUESTRAS | 2640
‘ bt
Py
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