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Metales pesados y otros elementos potencialmente peligrosos

(PHESs) en suelos

Enfoque multianalitico

Isotermas sorcion /desorcion

Analisis estadisticos

Fraccionamiento
(Extracciones quimicas
secuenciales)

Scanning Electron Microscopy (SEM)

Time of Flight Secondary lon Mass
Spectrometry (TOF-SIMS)

Vegetacion

e Suelos:

—Contaminados artificialmente

Pb, Cu, Cd,

Actividades extractivas

Touro - Cu

Rubiais — Pb/Zn (Cd)
Campomarzo — Co, Cr, Ni,
V Penas Albas - Co, Cr,
Ni, V

Faja Piritica Ibérica

Sao Domingos
Lousal

Cistus monspeliensis L.



Metales pesados

industriales] P
: - ontaminacion de
Residuos |- | Actividade | { Urkanas o |
s agricolas sueio
mineras

* Procesos de sorcion y desorcién

Disponibilidad y destino de |:> * Interaccion con componentes del suelo
metales pesados

* Distribucion entre las distintas fases geoquimicas




Procesos de sorcion y |:> Suelos contaminados artificialmente

desorcidén con metales pesados en el laboratorio
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Capacidad de sorcidén y desorcidon de metales pesados en suelos y la influencia
de las caracteristicas del suelo en los procesos de retencién

No informacion directa:

* interacciones entre metales pesados y componentes del suelo

* distribucion de metales pesados en distintas fases geoquimicas




Fraccionamiento
(Extracciones quimicas secuenciales)

Distribucién de metales en I:>
diferentes fases geoquimicas

Evaluar: movilidad y disponibilidad

artificialmente en el laboratorio

* Suelos contaminados ..
por actividades humanas o procesos naturales

Extraccione
S
F1F2
F3 .,
FSre  Fraccionamient
e A 0

Métodos indirectos I:> Artefactos |:> e Interferencias entre fracciones




Caracterizacion de fases sélidas que adsorben metales pesados

Técnicas directas

—>

Interacciones y asociaciones entre metales y
componentes del suelo

Scanning Electron Microscopy
(SEM)

Time of Flight Secondary lon
Mass Spectrometry (TOF-SIMS)




Biodisponibilidad de metales pesados

e Caracteristicas desfavorables

Vegetacion |[=) Suelos [—) |+ Altas concentraciones de

contaminados metales o otros elementos
potencialmente peligrosos




1.

OBJETIVOS

Aumentar el conocimiento de las capacidades de sorcion
y retencion de metales pesados en todos los horizontes
de diferentes suelos, evaluando la capacidad de fijacion; y
profundizando en la determinacion de la distribucion
entre los metales retenidos y las diferentes fases
geoquimicas de los suelos.

2. Estudiar suelos contaminados con metales pesados en

3.

areas dedicadas a actividades extractivas; analizando no
solo el contenido total, sino también el riesgo de
movilidad de estos metales, mediante el estudio de su

distribucion e interaccion con las fases geoquimicas del
suelo.

Investigar la respuesta fisiologica de las plantas que
crecen espontaneamente en areas contaminadas
mediante actividades mineras.



Boente, Melide (A Coruna)
Fluvisol Districo [Anfibolita]

Bares, Mainon (A Coruia)
Cambisol Umbrico [Cuarcita]

] Foz (Lugo)
Umbrisol Méllico [Pizarra]

Manon, Ortegal (A Coruna)
Luvisol Endoléptico [Anfibolita]

Monteferro, Nigran (Pontevedra)
Umbrisol Districo [Esquistos]

\

Estuario del rio Miinor, Ramallosa (Pontevedra)
Fluvisol Tidalico [Granito de dos micas]

Terrazas del rio Mino, Amorin (Pontevedra)
Fluvisol Umbrico [Sedimentos cuaternarios]




Sorcion y desorcion

‘ Sorcién l

Individual, competitiva, simultanea

Desorcion | €<

\

Suelo +

Cd?*, Cu?* y/o Pb?* + Agitacion 24 h a 25°C

NaNO3 (electrolito de fondo)

—>

Fase solida —
— | disolucion de |€<— <«—
equilibrio
\ ‘1' Filtrado del sobrenadante -
Isotermas Centrifugacion

Capacidad de sorcion (Kr, s) y retencion (Kr, r)

PN

Histéresis

Migracion




Sorcion y desorcion mono y bimetalica de
Cd?*, Cu?*y Pb?*

Fluvisol Tidalico

Granito de dos micas

Fluvisol Umbrico

pH pH
A:6.8 A4.7
G:7.6 B:4.9
ClCe (cmol, kg ClCe (cmol,kg™)
A: 19.3 A:5.2
G: 29 B: 2.6
COT (g kg COT (gkg)
A: 58.7 A: 63.8
G4.3 B:14.6
MnOX (g kg MnOX (g kg)
A:0.09 A:0.06
G:0.04 G:0.02

Sedimentos cuaternarios

Kr sorcion individual
Kr retencion individual

Kr sorcion

Kr retencion
competitiva

—

> Horizontes A

—

Pb > Cd
Cu>Cd
Pb > Cu

Analisis de correlaciones

pH, CICe, COT, MnOx




Sorcion y desorcion mono y bimetalica
Cd2+ y Pb2+

Sorcion y desorcion bimetalica
Cd2+ y Cu2+

Cambisol Umbrico Luvisol Endoléptico Umbrisol DistricoFluvisol DistricoUmbrisol Méllicc

Cuarcita Anfibolita Esquistos Anfibolita Pizarra



Cambisol Umbrico Luvisol Endoléptico Umbrisol Districo Fluvisol Districddmbrisol Méllicc

Cuarcita Anfibolita Esquistos Anfibolita Pizarra
Kr sorcion y retencion

individual y competitiva [ _PPR>Cd

de Pb2*y Cd?* Hor. A> Hor.B

' pH, CICe, COT,
FeOx, MnOx,
arcilla
Kr sorcion y retencion | [~ S cq
competitiva de Cu?*y Cd?*




Tratamientos con Cd?*, Cu?* o Pb?*

Fluvisol Umbrico

S1

Sedimentos
cuaternarios

Umbrisol

Luvisol Endoléptico

‘Mollico

S2

S3

Pizarra

Anfibolita

Fluvisol Tidalico

S4

Granito de dos micas




300 -
250
200
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100

50

mg kg’

Cantidad total fijada

OcCd

S1.A S1.B S2.A S2.B S3.A S3.B S4.A S54.G

Cantidad fijada

—

Pb2Cu>Cd

hor. A> hor. B




Fraccionamiento Shuman (1979, 1985) con modificaciones

1. Intercambiable 4. Fr. oxidos de Fe amorfos
2. Fr. materia organica 5. Fr. 6xidos de Fe cristalinos
3. Fr. 6xidos de Mn 6. Fr. residual

ol Intercambiable

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 .

S1.A S1.B S2.A S2B S3.A S3B S4.A S4.G
Analisis de correlaciones

O0cCd
BCu
BPb

% del total de metal sorbido

Fraccion Metal ClCe COoT FeOx amorfos
Cd 0.85 0.95 0.86
Intercambiable Cu 0.80" 0.90" 0.64"

Pb 0.70" 0.83" 0.70"




35
30
25
20
15
10

% del total de metal sorbido
(& ]

Asociado a 6xidos de Fe amorfos. cd

BCu
B Pb

S1.A S1B S2A S2B S3.A S3.B S4A S54G

% Cu sorbido > % Cdy % Pb

Cu

I:> FeOx amorfos > MnOx > MO




©Cd ZCu EPDb

Pb MO y MnOx > FeOx amorfos

cd | — FeOx amorfos = MO > 6xidos Mn

Fraccion residual | ——) Muy baja (< 1%)




Analisis mineralégico > | suelos + Cd?*, Cu2* 6 Pb?*

gu—

Cuarzo
Albita
Microclina

- Moscovita
Caolinita

Gibsita
Clorita

Suelos
originales

—T[%Cuarzo]

(mineral mas
resistente)

|[fases cristalinas
——)> Suelos

menos estables]
tratados

Albita
Moscovita

Caolinita
Gibsita

Cambios composicion
mineralogica




Microscopia electréonica de barrido

i (SEM)

Espectrometria dispersiva de rayos de X (EDS)




FU.A: Pb sorbido
en
hidroxicompuest
os amorfos de Fe
con albita,
moscovita y
gibsita

Estructura interna
sin depositos de
Cd

UM.A: Geles
amorfos de Fe-Si-
O-K-Na con Cd




Aluminoarcillas con alta capacidad de sorcién

Forma metaestable de caolinita, formadas a partir de Ila
alteracion de minerales de tipo feldespato (microclina)

Aluminoarcillas amorfas (Al-Si-O-Fe)
con Pb sorbido en FT.G

Esfera amorfa de una aluminoarcilla y
poro con Cu sorbido en FT.G



Espectrometria de masas de iones secundarios por tiempo de vuelo

lones secundarios

Si, Fe, Mn, Al, C,H,*




Espectrometria de masas de iones secundarios por tiempo de vuelo

lones secundarios

= amarillo
= cian
= blanco




Horizonte B
(Umbrisol Districo)

Tratado con
Pb#y Cd#

Aumento

de senal C,H,*
de Pb?*

Kr,r
competitivo:
Pb2*: 0.705
Cd?*: 0.039




Horizonte A
(Fluvisol districo)

Tratado con
Cu?ty Cd#*

» Solapamiento de seinal de Cu con la de Fe & zonas amarillas
» Solapamiento de seifal de Cu con la de Cd-> zonas magenta

+ = amarillo
=+ =
= cian
= blanco




Mina de Touro, Touro

(A Coruia) Cantera de Pena Albas, Moeche

9 / (A Coruna)
/

Mina de Rubiais, Pedrafita
W do Cebreiro (Lugo)

Cantera de Campomarzo,
Silleda (Pontevedra)

SUELOS NATURALES SUELOS DEGRADADOS

» Bajos niveles de materia organica
 Alta pedregosidad

» Bajo espesor

* Pérdida de estructura

» Escasez de nutrientes

* Ambiente hiperacido

* Alto contenido de metales y otros PHEs
» Alta movilidad de metales y otros PHEs
* Crecimiento de plantas limitado



Mina de Touro

T1, T2, T3 > Escombreras

T4 -> Zona de acumulacion de
particulas finas procedentes de la
balsa de decantacion

T5 - Balsa de decantacion

Contenidos pseudototales (mg kg™)

Cu > 104 - 2924
Cr-> 78 -180
Ni > 20 - 50
Pb> 12 -24

Zn > 71-109

Total de Cu supera los limites de intervencion ICRCL (1987) y Macias y Calvo (2009)




Mina de Touro
Extraccion quimica secuencial (Shuman 1979, 1985)

1400 +

Cu

1200
— 1000

(&2

< 800 -

o
E

600 -

400

200

T1 T2 T3 T4 15

Fraccion residual > Mayor cantidad de metal asociado

Alto contenido de Cu asociado a OxFe amorfos y cristalinos

Materia organica y la fraccién intercambiable > < 10% del total de los metales




Mina de Touro
Suelo T1: Suelo T5:

Interaccion de cristales de
jarosita con hidroxipolimeros
amorfos de
Al-Cu-Cr-Pb

Cu asociado con OxFe



Mina de Touro

Suelo T1:

» Solapamiento de senal de Cu con la de Fe & zonas cian

= amarillo
= cian
= blanco




Suelo T5: Mina de Touro

» Solapamiento de seifal de Cu con la de Fe = zonas magenta
* No hay solapamiento de seial de Cr con las de Fe

» Solapamiento de las senales de Cu con las de Si 2 zonas
« Solapamiento de las seial@33fEr y con las de Si > zonas




Mina de Rubiais

R1, R2, R3 = Zona de extraccidn
R4, R5, R6 > Escombreras
R7, R8, R9 - Balsa de decantacion

RC - Suelo control

Contenidos pseudototales
(mg kg™)

Pb - 850 - 6761 - Zn > 1754 — 32287 - Cd > 2 - 44

Pb, Zn y Cd superan los limites de intervencion ICRCL
(1987) y Macias y Calvo (2009)



(mg kg)

F1:
F2:
F3:
F4:
F5:
F6:

Intercambiable
Mat. Organica
MnOx

FeOx amorfos
FeOx cristalinos
Residual

(mg kg)

Mina de Rubiais
Extraccidn quimica secuencial (Shuman 1979, 1985)

(mg kg)

Altos contenidos de
Pb,Zny Cd
asociados a

FeOx y MnOx

Fraccion residual > Mayor cantidad de Cd, Zn y Pb




A

Mina de Rubiais

Pb en calcita y microclina

Ca Pb
Si
K
o Pb
_ o)
o S Ti
Ti Pb N
Cu Al Ca Ca
Fe PP KKca i Ti FsY Pb KK Ca Tj 7]




Mina de Rubiais

KO Fe
Ti
C
Si
Fe Al
Zn Pb Ca Fe Zn
Mg " Pb KgcaTiq Zn ZnPbZn

Zn S

Zn




Cantera de Penas Albas

@Y

Contenidos
pseudototales
(mg kg™)

M1 = Escombrera
M2 - Escombrera

M3 = Zona de extraccion
M4 - Limite de la cantera

Co - 76 -147

Cr > 1472 - 2689
Ni => 1470 - 2039
V->21-68

Exceden los limites
de intervencion
indicados en
diferentes guias
(VROM, 2000; RIVM,
2001; DEFRA &
Environmental
Agency, 2006)




Cantera de Campomarzo

C1

Contenidos
pseudototales
(mg kg™)

Co > 190 -373
Cr > 4956 - 7132

Ni => 1809 - 4309
V->73-140

C2

C1 > Escombrera C2 - Zona de extraccion
C3 - Limite de la cantera

Exceden los limites
de intervencion
indicados en
diferentes guias
(VROM, 2000; RIVM,
2001; DEFRA &
Environmental
Agency, 2006)




Fraccionamiento || Tessier (1979) con modificaciones (Almas et al. 2000)

F1. Soluble [l F4. Asociado a 6xidos
F2. Intercambiable [l F5- Asociado a materia organica
F3. Especificamente sorbido ] F6. Irreversiblemente sorbido
100% 1 100% 1
o -
O 50% - O 50% -
X X l I
0% - 0% -
M1 M2 M3 M4 C1 C2 C3 M1 M2 M3 M4 C1 C2 C3
100% - 100% -
80% - 80% -
— 60% A S 60% -
4 o () -
- 40% - ° 40%
O\ o
20% 20% -
0% - 0% 1 B e . = = |
M1 M2 M3 M4 C1 C2 C3 M1 M2 M3 M4 C1 C2 C3

Co - asociado a FeOx y MnOx (F4)

Cr, Ni, V > Fijados irreversiblemente en minerales primarios (F6)

Fracciones mas disponibles (F1, F2 y F3) > Son muy bajas




Cantera de Penas Albas

c
0 Si
Cr

Ca
Fe Mg

| Cr asociado a:

* Silicatos magnésicos

(antigorita, crisotilo,
clinocloro, talco y
tremolita)

e Oxidos de Fe




Cantera de Campomarzo

Ni y Cr asociados a silicatos magnésicos, FeOx y MnOx




Suelo M2

Cantera de Penas Albas

Ni asociado a FeOx

Ni en minerales
primarios con Fe

Sio,

Cr asociado a FeOx

Cr en minerales

primarios con Fe

Co asociado a FeOx
*x



Faja Piritica Ibérica

U

Minas abandonadas de
Sao Domingos y Lousal

U

Vegetacion

\

[

| | n \
Escombreras Residuos de mina:
Gossans, cenizas, roca

Cistus monspeliensis L.

Mina de Lousal

Mina de Sao Domingos




Semillas de C. monspeliensis de
Sao Domingos

g

20 macetas con 2 kg de suelo
arenoso (Fonte da Telha, Lisboa)

Disolucién nutritiva (90 dias) @ %

10 individuos por maceta pH: 6.52
— MO: 2.05 mg kg

Disolucion nutritiva (30 dias)

+ tratamiento ZnSO, - 7H,0:

0 (Zn0), 500 (Zn500), 1000 (Zn1000),
1500 (Zn1500) or 2000 (Zn2000) uM

(45 dias) V

Analisis quimicos y
fisiolégicos




» Altura de las plantas y la biomasa seca de las raices y la parte aérea

Parte aérea vy raices:

e Concentracion de Zn
e Concentracion de nutrientes (K, Mg, Ca, Fe, Mn, Cu, Ny P)

Parte aérea:

* Peréxido de hidrégeno (H,0,)
* Pigmentos (clorofilas, antocianinas y carotenoides)
e Antioxidantes (glutatiéon y ascorbato)
* Actividades de enzimas antioxidantes

- Superoéxido dismutasa (SOD)

- Catalasa (CAT)

- Ascorbato Peroxidasa (APX)

- Deshidroascorbato reductasa (DHAR)
- Monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR)
- Glutation reductasa (GR)




Concentracion de Zn (g kg)

12 - B Raiz 18 1 B Raiz
10 a BParte aérea 16 - a B Parte aérea
8 -
6 -
4 -
2 -
0 -
0 1500 2000 0 1500 2000
Zn en la disolucién nutritiva (M) Zn en la disolucién nutritiva (uM)

Coeficiente translocacion:

Zn2000 - 0.6
Zn (0-1500) > < 0.3

Ratio biomasa R/PA:
Zn2000 - 0.38
Zn1500 - 0.22

Zn control - 0.18

Zn0 Zn500 Zn1000 Zn1500 Zn2000
Plantas con los distintos tratamientos con Zn



0.16 - OClorofila b
B Clorofila a
el \
20.08 -
1
0.04 - __ab] [T
0.00 -

0 1500 2000

Zn en la disolucion nutritiva (uM) Sintomas de toxicidad de Zn

con Zn2000
0.30 - B Antocianinas
wOides g;: y()z
20.20 - go.os | g ab a
3 £
0.10 - 0.04 -
0.02 -
0.00 - 0.00 -
0 1500 2000 0 1500 2000

Zn en la disolucion nutritiva (M) Zn en la disolucion nutritiva (uM)



pmol g

0.0

T Ascorbato
ODAsA [ a
1 0AsA r a
- b L 1
= a
b a
0 1500 2000

Zn en la disolucién nutritiva (uM)

pmol g

20

-
(&)

o O

Iab

Glutation

OGSSG
OGSH

1ab I b : b
. ol b
0 1500 2000

Zn en la disolucién nutritiva (pM)

Medida del estado redox - Relacion: reducido / total {GSH 60 % - 59%
. o- o

sA:81%-72%

150

a-1

£100

el

U pug prot

Actividad enzimatica: catalasa

0

500

1000

a

a

1500 2000
Zn en la disolucién nutritiva (puM)

e

t Concentracioén de H,0,

t Actividad enzimatica




Suelos vy C. monspeliensis

- Mina de Sao Domingos
- Mina del Lousal
- Pomarao (referencia)

e Caracterizacion de los suelos

e Concentracion total y disponible de metal(oid)es en
los suelos

e Concentracion de metal(oid)es en (parte aérea y
raices) Lousal

Parte aérea (Analisis fisiolégicos):

* Peroxido de hidrégeno (H,0,)

* Pigmentos (clorofilas, antocianinas y carotenoides)
* Antioxidantes (glutatién y ascorbato)

* Actividades de enzimas antioxidantes

Pomarao



e Contenido total y disponible de metales y otros elementos
potencialmente téxicos en suelos

Total (mqg kg)

Disponible (mg kg-1)

Minas Control
S3 S3

Domia:gos Lousal Pomarao Domiar?gos Lousal Pomarao
As | 711 -3030 62-653 18 - 20 0.2-1.9 0.03-04 0.03 -0.09
Cd 0.3-1.3 0.3-1.2 <0.3 0.01-0.07 0.02-0.05 <0.01-0.03
Cr 72 -91.0 71 -128 77 -113 0.02-0.05 0.03-0.07 0.03-0.05
Cu 203 - 342 79 - 526 25 -47 2.7 -10 0.8 -8.1 0.09 -2.2
Mn 100-575 500-1060 713-898 | 1.84-46.8 26.1-754 40.7 -50.0
Ni 10.0 -48 45 - 55 31-42 0.06-0.39 0.24-0.64 0.08-0.29
Pb | 666 -9210 95 -2280 28 - 50 0.2-4 0.05-1.0 0.07 - 0.7
Sb 55-73 15 -189 1.5-2.2 0.03-0.2 0.02-0.2 <0.01-0.01
Zn 36 - 186 166 -878 92 -123 20-74 5.9 -15.8 05-71
pH| 3.76 -4.33 4.09 — 5.40 6.08 — 6.25

» Contenido total de As, Sb, Cu y Pb en suelos de mina >

Limites de referencia:
proteccion ecosistemas y
salud humana

CCME 2007- VROM 2009



Contenido de metales y otros elementos potencialmente téxicos

en planta
2 a a
Es)
£
a a
b
b ¢ c
ab
a a
g b
O)
= c
a a a
Parte aérea Raiz

ab

ab

b b
No sintomas de
toxicidad
a
Concentraciones
b no fitotoxicas

Translocacién > 1
As, Sb, Zn, Cu, Cd,
Mn y Ni.

Acumuladora - Zn, Mn y Cd



pmol-g1 FW

pmol-g! FW

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

Chlorophylls

OChlorophyll a
NChlorophyll b
OChlorophyll total

A

Ja= 2 ,a$$_:£

| 1 |
Sao Domingos Lousal Pomarao

Carotenoids

Sao Domingos Lousal Pomarao

Pigmentos: No diferencias
significativas entre los individuos de
las minas y del area de referencia

0.5

0.4

0.3

0.2

pmol-g! FW

0.1

Anthocyanins
1 a
- a
= a l
Sao Domingos Lousal Pomarao
] H,0, _a
) il a 1
Sao Domingos Lousal Pomarao

Rapida eliminacidén
de H,0O,




Medida del estado redox:

Alto % AsA - Bajo % GSH

Estrés oxidativo que perjudica
el funcionamiento normal de
reduccion de glutation.

No diferencias significativas

C. monspeliensis adapta su actividad
enzimatica y concentracion de moléculas
antioxidantes a las concentraciones de
metales en la parte aérea




CONCLUSIONES



1. La fijacion de metales pesados en suelos naturales, tanto si son
anadidos individualmente o en competencia se produce
principalmente en posiciones intercambiables de la materia organica,
los 6xidos, sobre todo los de Fe amorfos y las arcillas. Los 6xidos de
Fe cristalinos y la fraccién residual apenas contribuyen a su
retencion; comprobandose ademas que el aporte de los metales en
medio acido generé reacciones de alteracion de diversos minerales
primarios, con aumento del contenido de amorfos y aparicion de
nuevas fases cristalinas.

2. Los mapas elementales obtenidos mediante TOF-SIMS mostraron el
solapamiento entre los componentes del suelo y los metales
anadidos. Combinando esta técnica con SEM/EDS se comprobd que,
generalmente, son asociaciones entre componentes del suelo y no
cada uno de ellos, las que, conjuntamente, retienen los metales.

3. Se verificé que el uso combinado de SEM/EDS y TOF-SIMS junto con
la difraccidon de rayos X y la extraccidon quimica secuencial, son
eficaces para identificar los sorbentes de los suelos y determinar su
afinidad para la fijaciéon de metales pesados.



4. En los suelos procedentes de zonas extractivas se detectaron
contenidos totales de metales que superan los limites de
contaminacién indicados en diferentes guias internacionales.
Aunque una alta proporcion de los metales se encuentra formando
parte de la fraccidn residual, los 6xidos de Fe y Mn juegan un papel

en su fijacién. Las asociadas a la materia organica y a la fraccién
intercambiable son inferiores al 10% del total.

5. En los suelos de mina y canteria se validé también el uso combinado
de SEM/EDS, TOF-SIMS, extraccidn quimica secuencial y analisis
estadisticos como herramienta idénea para identificar los sorbentes
del suelo, determinar su afinidad por los metales pesados y
comprobar su distribucion entre fases amorfas y cristalinas.

6. El riesgo de movilizacion y lixiviacion de cantidades significativas de
contaminantes en los suelos procedentes de las escombreras es
muy alto. Al drenaje acido producido por la oxidacion de los sulfuros
metalicos presentes, se unen las condiciones edaficas desfavorables

que inhiben el crecimiento de la vegetacion e impiden el desarrollo
de una cobertura 6ptima.



7. Cistus monspeliensis L. crece espontaneamente en suelos de zonas
mineras de la Faja Piritica Ibérica. Su adaptaciéon a altas
concentraciones de Zn se evidencidé tras contaminar suelos
artificialmente y encontrar que el contenido retenido en las raices fue
mayor que en la parte aérea, evitando asi problemas de toxicidad y
minimizando el estrés oxidativo. Ademas, activdo mecanismos de
defensa contra el estrés oxidativo; aumentando la actividad de las
enzimas antioxidantes y el ciclo de ascorbato-glutation, el cual juega un
papel principal en la desintoxicacion del H,0..

8. Cistus monspeliensis L. colonizé los suelos contaminados mostrando
gran tolerancia y adaptabilidad a las condiciones limitantes que
presentan los suelos de las minas. Teniendo en cuenta las
concentraciones de metales y otros PHEs en la parte aérea, por debajo
de los limites de toxicidad y la falta de sintomas de fitotoxicidad, C.
monspeliensis tiene un alto potencial para la rehabilitacion vy
revegetacion natural de suelos de areas mineras degradadas o
abandonadas bajo condiciones mediterraneas.
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Stage

Fraction/
Bound to

Reagents

Vol.
(mL)

Conditions

Exchangeable

Mg(NO;), TM

25

1. 6 g soil; 2h agitation; centrifugation 6000 rpm
(10 min); supernatant decantation.

2. Bidistilled water washing (15 mL - 30 min);
centrifugation 6000 rpm (10 min).

3- Washed added to supernatant.

Organic matter

0.7 M NaCIO
pH 8.5

15

Remaining fraction:

1- Bath 100°C (30 min); centrifugation 6000 rpm
(10 min); supernatant decantation.

2- Bidistilled water washing (15 mL - 30 min);
centrifugation 6000 rpm (10 min).

3- Washed added to supernatant.

4- 0.5 mm sieving residue.

Mn oxides

0.1M NH,OH-HCI
pH 2

Remaining fraction:

1- 30 min agitation; centrifugation 6000 rpm (10
min); supernatant decantation.

2- Bidistilled water washing (25 mL - 3 min);
centrifugation 6000 rpm (10 min).

3- Washed added to supernatant.




Fraction/ Vol

Stage Bound to Reagents (mL) Conditions
Remaining fraction:
e 1- Bath 50°C and agitation (30 min);
4 Amorphous Fe NszH-HCI o5 centrifugation 6000 rpm (10 min).
oxides + 0.25M HCI 2- Bidistilled water washing (25 mL - 3 min);

centrifugation 6000 rpm (10 min).
3- Washed added to supernatant.

Remaining fraction:
O.2M (NH4)2C204 1- B h 1 0 . . .f .
5 Crystalline Fe oxides  + 0.1M H,C,0, 25 ath 100°C (30 min); centrifugation 6000 rpm

+ 0.1M citric acid (10 min).
2- Supernatant decantation.

1- 0.2 g remaining fraction: digestion in

6 Residual HNO,- HCI (1:3) 9 .
microwave oven.




F1 = 0.001M KNO,, for 24h at room temperature.

F2 - 1M NH,OAc, soil pH, for 2h at room temperature.
F3 =2 1M NH,OAc, pH 5, for 2h at room temperature.
F4 = 0.04 M NH,OH HCI in 25 % HAc, for 6h at 80 °C.

F5 = 30 % H,0, at pH 2 (HNO,), for 5.5h at 80 °C, then 3.2 M NH,OAc in
20% HNO, added for 0.5h at room temperature

F6 = 7 M HNO, for 6h at 80 °C.

F7 - Residue.

-Reversible physical sorption by extracting (F1 and F2)
-Reversible electrostatic sorption (F3)

-Irreversible chemisorption (F4, F5, F6, and F7)

Each of the extractions was carried out using agitation with 20 mL of the
corresponding reagent.



