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RESUMEN

En la actualidad, la toxicidad del arsénico en el agua estd aumentando
significativamente debido a la liberacion industrial masiva acumulada en el medio
ambiente, afectando a la salud humana causando dafios teratogénicos y carcindgenos
letales. Esta investigacion, tiene como objetivo la determinacion de la capacidad de
fitorremediacion de Chenopodium album (Liccha), en aguas sintéticas contaminadas
con arsénico. Primero, se llevo a cabo la propagacion vegetativa de la especie por
esquejes. Luego, se determinaron las condiciones éptimas de crecimiento, probando
3 concentraciones de solucion hidroponica de Hoagland (25, 50 y 100%); siendo la
Optima al 25%, bajo condiciones ambientales de 8 - 21°C y pH de 6.8. Después, se
realizaron ensayos de fitotoxicidad, analizando 3 concentraciones de 5, 10 y 15
mg.L? de arsénico, evaluando los sintomas observados durante 19 dias mediante
una tabla de grados de toxicidad; determinando de esta manera la maxima
concentracion a la cual la planta presentd mayor resistencia y acumulacion: 10 mg.L
- a la méas alta concentracion, se mostraron sintomas de clorosis y senescencia
temprana. Finalmente, se realizo el ensayo de bioacumulacion por triplicado en un
sistema aeropdnico; con un tratamiento T1 (10 mg.L* As) y un control (0 mg.L?),
evaluando la concentracion acumulada de arsénico cada 5 dias, durante 30 dias,
mediante la técnica de Espectroscopia de Plasma Acoplado Inductivamente ICP —
OES, previa validacion del método analitico. Presentando una méxima acumulacion
a los 20 dias, en la parte radicular y aérea: 694.802 + 2.450 mg.kg™ y 1050.373 +
0.879 mg.kg, respectivamente; deduciendo que sea una planta hiperacumuladora de
arsénico.

Chenopodium album, tiene capacidad de fitoextraccion y rizofiltracién de arsénico,
ya que acumulo el metaloide en la parte aérea y radicular; pudiendo ser empleada en

procesos de fitorremediacion de aguas altamente contaminadas con el mismo.

PALABRAS CLAVE: Fitorremediacion, Chenopodium album (Liccha), arsénico,

fitoextraccion y rizofiltracion.
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ABSTRACT

Nowadays, the toxicity of arsenic in water is increasing significantly due to the
massive industrial release accumulated in the environment, affecting human health
causing teratogenic and lethal carcinogenic damage. This research aims to determine
the phytoremediation capacity of Chenopodium album (Liccha), in waters
contaminated with arsenic. First, the vegetative propagation of the species was
carried out by cuttings. Then, the optimal growth conditions were determined, testing
3 concentrations of Hoagland's hydroponic solution (25, 50 and 100%); being the
optimum at 25%, under ambient conditions of 8 - 21 ° C and pH of 6.8. After,
phytotoxicity tests were made, analyzing 3 concentrations of 5, 10 and 15 mg.L-1 of
arsenic, evaluating the symptoms observed during 19 days through a table of toxicity
degrees; determining in this way, the maximum concentration, to which the plant
presented greater resistance and accumulation: 10 mg.L?; at the highest
concentration, symptoms of chlorosis and early senescence were shown. Finally, the
bioaccumulation test was carried out by triplicate in an aeroponic system; with one
treatment T1 (10 mg.L ™) and a control (0 mg.L?), evaluating the accumulated
concentration of arsenic every 5 days, for 30 days, using the Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry technique ICP - OES, previous validation of
the analytical method. Presenting a maximum accumulation at 20 days, in the
radicular and aerial part: 694,802 + 2,450 mg.kg™ and 1050,373 + 0.879 mg.kg™,
respectively; being a hyperaccumulating arsenic plant.

Chenopodium album, has arsenic phytoextraction and rhizofiltration capacity, since it
accumulated the metalloid in the aerial and radicular part; being able to be employed

in phytoremediation processes of waters highly contaminated with it.

KEY WORDS: Phytoremediation, Chenopodium album (Liccha), arsenic,
phytoextraction and rhizofiltration.
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INTRODUCCION

El agua es el compuesto mas importante y uno de los principales constituyentes de la
naturaleza y de los seres vivos; la contaminacion de la misma es uno de los mayores

problemas a los que se enfrenta la poblacion.

El desarrollo de la sociedad moderna ha estado caracterizado por un incremento de
actividades industriales, urbanas, comerciales y agricolas (1), que generan desechos

toxicos con alto contenido de metales pesados y metaloides como el arsénico.

El arsénico es un metaloide traza que se encuentra en casi todos los ambientes (2);
viéndose su toxicidad, aumentada significativamente en el agua (3, 4). Actualmente,
las poblaciones, especialmente de los paises en desarrollo, estdn expuestas
crénicamente a esta contaminacion (5, 6); éste afecta a la salud humana, causando
cancer de vejiga, pulmén y piel (6), asi como dafios al higado, rifiones, sistema

cardiovascular y nervioso (5).
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El aumento de los costos y la limitada eficacia de los tratamientos fisicoquimicos han
estimulado el desarrollo de nuevas tecnologias (7). Por lo que, la fitorremediacion
representa una alternativa sustentable para la descontaminacion del medio ambiente,
mediante el uso de plantas que tienen la capacidad de asimilar, metabolizar o

degradar agentes organicos e inorgéanicos del entorno, sea suelo, aire o agua (8).
Por esto, el presente trabajo, tiene como objetivo determinar la capacidad

fitorremediadora de Chenopodium album (Liccha) en agua sintética contaminada con

arsénico.
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ABREVIATURAS

As: Arsénico.

ICP-OES: Espectrofotometria de plasma acoplado inductivamente.

ICH: International Conference on Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use.

%RSD: Porcentaje de desviacion estandar relativa.

%R: Porcentaje de recuperacién analitico absoluto promedio.

LD: Limite de deteccion (Limit of detection).

LC: Limite de cuantificacion (Limit of quantification).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

s ontlicn
DE SANTA MARIA
INDICE GENERAL
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION
ABREVIATURAS
INDICE GENERAL
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
CAPITULO |
OBJETIVOSSS.. ... 0. .0 ... .M A ... 1
OBJETIVO GENERAL ......oooviiiiteieesieeeseseeseesies st sisnssessiasss s senssssenesnennens 1
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t esese st st 2
HIPGREESLS ............ 00 . am . S . .................... 3
CAPITULO I
MARCO TEORICO ........oiieiiiitieiiiseeeeessessssessscssssssssssssssssssesssssssessassssssessnssssssan, 4
1.1. CONTAMINACION POR METALOIDES........cooivoieeeeeeeeeeeereeerenenene. 4
111 ARSENICO .....oiiiiiiciisite e sessisisiss s sens s s sensessenes s sessenees 5
1.2. TECNOLOGIAS DE FITORREMEDIACION..........ccoovvvvvvereriererernene. 8
1.3. Chenopodium album L. (LICCHA. ........ooiee e, 10
1.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE PLASMA ACOPLADO
INDUCTIVAMENTE (ICP — OES)......ovivieieeieeeeeeeeeseeeesee oo, 11
CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS........cooieieieveeeieeieeieeeesessessssessesses s sessesasnasnannes 13
2.1. CAMPO DE INVESTIGACION.........coiveeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeesesee s 13
2.2, MATERIALES ..ot eetes st 14

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

' jomia
- DE SANTA MARIA
2.3. METODOLOGIA ..ottt 15
2.3.1. Recoleccion de material vegetal............cccooeiiiiiiiiiiicncee, 15
2.3.2. ldentificacion de la especie vegetal...........cccevevierveve e i, 15
2.3.3. Propagacion de Chenopodium album L. ......c.cccoevvevveieiieircee, 15
2.3.4. Determinacion de las condiciones dptimas de crecimiento de
Chenopodium album L. ... 16
2.3.5. Validacién del método analitico para determinacion de
L £T=] 01 oo SRRSO PRPPRRN 17
2.3.6. Ensayo de fitotoXiCidad ............ccerveriiiriniiiieiese s 20
2.3.7. Ensayo de bioacumulacion............cccoceoeiiiiinniciiciec e, 22
2.3.8. Tratamiento y digestion de MUESEIas...........cceveveereerieseevieesnenn 22
2.3.9. Determinacidn de arsénico por el método ICP — OES................. 23
2.3.10. Diseno experimental...........cccevviieiieereiienieie e 23
CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION ........coiiiiriiieiieieses st siessssssessessssesseneesessssensenes 26
3.1. Identificacion de la especie VEgetal ............ccoovvvieieeieiiesceie e 26
3.2. Propagacion de Chenopodium album L. .........ccoovivieiersieninienn e 26
3.3. Determinacion de las condiciones éptimas de crecimiento de
Chenopodium album L. ..o 27
3.4. Validacion del método analitiCo .........ccccevveieieiiniiniieieee e 29
3.5. Ensayo de fitotOXICIAAA ..........couvieiieecieaie et 34
3.6. Ensayo de bioacumulaCion ..........cccceiveieiesieiiiieeeeese e 38
CONCLUSIONES......ccotiiiit ettt ettt se st ene s 45
RECOMENDACIONES. ... oottt enea e 47
BIBLIOGRAFTA . ......ooioeoeeeee oottt 48
ANEXOS ..ottt ettt en s 57

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE - s - UNIVERSIDAD

aSE CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. Chenopodium album L. (LICCN&).........ccccoriiiiiiiiieec e 11
FIGURA 2. Esquema del equipo ICP.OES.........ccooi i 12
FIGURA 3. Representacion grafica de la linealidad del método para la
determinacion de arsENiCO. ........coccurereirerieneere e e 31
FIGURA 4. Curva de bioacumulacion de arsénico de la parte radicular y aérea
de Chenopodium album. ..o 39
FIGURA 5. Plantas de Chenopodium album después de los 30 dias de

DIOACUMUIACION. ..ottt et e e e e e e e e e e e e eeeeeees 41

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

INDICE DE TABLAS

TABLA 1. Sistema de adaptaCion ...........cccevveieiieieesieeieeseese e sre e sae e 16
TABLA 2. Preparacion de eStANUAreS ..........ccoevririririenieneese e 17
TABLA 3. Escala de grados de toxXicidad. ...........ccocoriririniiiiieiesceseseseeee, 21
TABLA 4. Tratamiento de fitotoxicidad de arsénicCo. .........cccoevererereneninenennnn, 24
TABLA 5. Tratamiento de bioacumulacion de arsénico. .........cccoceverenenisenennnn, 25
TABLA 6. Intensidad de eStANAAIES..........coevverieriereiesisiesieseesie e eenens 30
TABLA 7. Precision: desviacion estandar y porcentaje de coeficiente de

VariaCion. ... oo e b 32
TABLA 8. Porcentaje de recuperacion analitico absoluto promedio..................... 33

TABLA 9. Escala de toxicidad a diferentes concentraciones de arsénico en
Chenopodium album. ..o 35

TABLA 10. Bioacumulacion de arsénico en la parte radicular y aérea de
Chenopodium album. .......c.eeiiee e 37

TABLA 11. Bioacumulacion de arsenico en Chenopodium album. ............cccce.ee. 38

TABLA 12. Andlisis estadistico para el tratamiento T1 (parte radicular y aérea). ... 42

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -  DESANTA MARIA

CAPITULO |

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD FITORREMEDIADORA DE
Chenopodium album (LICCHA), EN AGUA SINTETICA CONTAMINADA
CON ARSENICO.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad fitorremediadora de Chenopodium album L.

(Liccha) en agua sintética contaminada con arsénico.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las condiciones 6ptimas de crecimiento de Chenopodium
album L. (Liccha), empleando un sistema de cultivo hidropdnico, bajo

condiciones ambientales.

e Validar el método analitico de espectrofotometria de plasma acoplado

inductivamente (ICP — OES) para la determinacion de arsénico.

e Determinar el nivel de tolerancia de Chenopodium album L. (Liccha);

frente a diferentes concentraciones de arsénico, mediante ensayos de

fitotoxicidad.

o Determinar el potencial de bioacumulacion de arsénico, de

Chenopodium album L. (Liccha), segun su distribucion.
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HIPOTESIS

Debido a que diversos estudios demuestran la capacidad de
bioacumulacion de metales pesados de Chenopodium album L. (Liccha),
es posible la fitorremediacion de agua sintética contaminada con

arsénico.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. CONTAMINACION POR METALOIDES

Los elementos que se encuentran en la region intermedia de la tabla periddica, entre
los metales y los no metales, son los metaloides; en general, sus propiedades tienen
un carécter intermedio: son de tamafio y peso intermedios y semiconductores de
electricidad (9).

Los metales y metaloides muestran una elevada tendencia a bioacumularse y a
biomagnificarse a través de su paso por los distintos eslabones de las cadenas
troficas. El término bioacumulacion significa la acumulacion neta en un organismo

de metales provenientes de fuentes bidticas o abidticas (10); la
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biomagnificacion significa la acumulacion progresiva de los tdxicos de uno a otro
nivel trofico sucesivo (11).

En concentraciones elevadas, la acumulacion de estos toxicos ocasiona graves
problemas en el desarrollo, crecimiento y reproduccién de los seres vivos (12).

Los mecanismos de tolerancia varian entre las distintas especies de plantas y estan
determinados por el tipo de metal, eficiencia de absorcion, traslocacion y secuestro
(13).

1.1.1. ARSENICO

El arsénico (As) es un metaloide de color gris metalico o amarillo de numero
atbmico 33. Muy ubicuo, estd presente tanto en aguas subterraneas como
superficiales y también en suelos. Se encuentra en diferentes formas quimicas
(metilado, unido a azucares) y estados de oxidacion (-3, 0, +3, +5), siendo los mas

encontrados las formas aniénicas de arsenito (AsO2)" y arseniato (AsO4).

El aumento de las concentraciones de arsénico en las aguas subterraneas es alarmante
debido al riesgo para la salud de las plantas, los animales y los humanos (14). Se
encontraron niveles mas altos de arsénico en las fuentes de agua subterranea que en
las fuentes de agua superficial. Muchos paises de todo el mundo (incluidos Taiwan,
Argentina, India, Bangladesh, México, Hungria y Chile) han informado de una
contaminacion extensa del agua subterranea con arsénico (15). El uso de agua
contaminada para riego de cultivos puede conducir a la contaminacion por arsénico

de los suelos agricolas.

Las concentraciones de arsénico en el suelo y el medio ambiente se deben a
actividades naturales y antropogénicas: Por fuentes naturales, las altas
concentraciones en acuiferos pueden deberse a la desorcidn de arsénico de los éxidos
de Fe y Mn, a la meteorizacion de los minerales de silicato primarios y a la

alcalinidad de las reacciones de silicato y carbonato (16).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



http://www.greenfacts.org/es/glosario/abc/biomagnificacion.htm

UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

La contaminacion antropogénica de arsénico en el suelo puede ser resultado de la
extraccion, molienda y fundicion de minerales de cobre, plomo y sulfuro de zinc,
residuos de curtido de piel, colorantes, armas quimicas, galvanoplastia, gases de
escape, lodos municipales, combustibles fosiles y el uso agricola de los plaguicidas

arsenicales (17, 18) .

Las normas recomendadas por la Organizacion mundial de la salud (OMS), permite
una concentracion maxima para el agua potable y efluentes industriales, de 0.01
mg.L, aunque se recomienda no superar los 0,005 mg.L? en el agua potable. El
aporte global de arsénico a los suelos por los seres humanos en la Gltima década se
estimo entre 52.000 y 112.000 ton.afio* (19).

El riesgo del arsénico esta asociado con las formas que estdn biol6gicamente
disponibles para la absorcion o "biodisponibles™ para las plantas y los seres humanos.
Un quimico biodisponible es la porcién de una dosis quimica que ingresa a la

circulacion sistémica a partir de una dosis administrada (20).

Toxico cinetica

e Absorcion

La via méas importante es la respiratoria, por inhalacion. Por esta via su absorcion
esta condicionada por el tamafio de las particulas, por su solubilidad y por la forma
quimica del compuesto.

En el aire predomina el arsenitoen forma de particulas y su inhalacién sigue las
pautas de los aerodispersoides: las particulas mas grandes se depositan en el tracto
respiratorio superior y desde alli pueden ser removidas por las vibrisas o por el moco
hacia el exterior o al tubo digestivo y en este, dependiendo de su solubilidad, se

absorben bien.

En el pulmon, las particulas menores de 7 um se absorben entre 75 y 85% (21).
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El arsenito es mas soluble en lipidos; el arseniato se absorbe mejor por el intestino y
la absorciéon de ambos a lo largo de la via digestiva, disueltos en agua, llega a 95%
(22).

Por la via cutanea, el arsénico himedo se absorbe bien; pero seco, su absorcién
disminuye al 2% (23).

e Distribucién

Luego de ser absorbido, el arsénico pasa a la sangre y se une a las globulinas, para
ser distribuido en 24 horas hacia érganos como higado, pulmén, rifién y bazo, donde
se acopla a grupos sulfhidrilo (-SH) de las proteinas, se acompleja y se acumula. En
el tejido 6Oseo, se produce una competencia con el fosforo, desplazandolo y
acumulandose alli por mucho tiempo. Una pequefia cantidad atraviesa las barreras
hematoencefalica y placentaria (24). En, aproximadamente 30 horas, se deposita en
el cabello y ufas. La vida media del arsénico circulante, no acumulado, es de 6

horas; excretandose entre el 50-70% (25).

e Cuadro clinico

- En mucosas y piel: produce irritacion, edema facial acompafiado de melanosis y
descamacidn, lineas de Mees en ufias (26), leucomelanodermias degenerando a
hiperqueratosis palmo plantar o a enfermedad de Bowen y pueden terminar en

carcinoma de piel (27).
- En el sistema nervioso: puede causar neuritis periférica simétrica, neuropatia
dolorosa con parestesia en extremidades; asi como encefalopatia, temblor y

degeneracion axonal (28).

- La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) lo considera

como un elemento de comprobado efecto cancerigeno para el hombre (Grupo I);
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produciendo cancer al rifién, pulmon, en los sistemas linfatico y hematopoyético
(29) (30) (31).

1.2. TECNOLOGIAS DE FITORREMEDIACION

La fitorremediacion consiste en el uso de plantas para remover, reducir, transformar,
mineralizar, degradar, volatilizar o estabilizar contaminantes (32); asi como para
remediar in situ suelos, sedimentos, agua y aire contaminados por desechos
organicos, metales pesados 0 metaloides, eliminando los contaminantes del ambiente

o0 haciéndolos inocuos (33).

Las fases del proceso por el cual las plantas incorporan y acumulan los

contaminantes son:

- Fasel:

Se da el transporte de los metales al interior de la planta, por difusion en el

medio, mediante flujo masivo o por intercambio catiénico (34).

Este ultimo se da porque la raiz posee cargas negativas en sus células, debido a
la presencia de grupos carboxilo, que interaccionan con las positivas de los
metales, produciéndose enlaces covalentes, creando un equilibrio dindmico

facilitando el ingreso de los mismos (35).

- Fasell:

Ya dentro de la planta, las especies metélicas son secuestradas 0 acomplejadas
mediante la unién a ligandos especificos. Entre los quelantes producidos por las
plantas se encuentran dos clases de péptidos: fitoquelatinas y metalotioneinas
(13). Las fitoguelatinas son ligandos, que tienen como sustrato al glutatién; éste,

es un tripéptido constituido por 3 aminoacidos: &cido glutdmico, cisteina y
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glicina (36). Las metalotioneinas son polipéptidos de unos 70-75 amino&cidos

con un alto contenido en cisteina.

El alto contenido de cisteina que presentan estos ligandos, permite la formacion
de complejos mediante enlaces covalentes coordinados, la cisteina contiene
grupos tiol (-SH), capaces de formar complejos con cationes. Tienen una

marcada afinidad por las formas iénicas de Zn, Cd, Hg y Cu (37).

- Fase lllI:

Implica la detoxificacion de la planta; mediante la retencion de los complejos

formados con los metales, en las vacuolas (38).

Las fitotecnologias se basan en los mecanismos fisiolégicos basicos que tienen lugar
en las plantas y en los microorganismos asociados a ellas, tales como: traspiracion,

fotosintesis, metabolismo y nutricion.

Dependiendo del tipo de contaminante, las condiciones del sitio y el nivel de
limpieza requerido; las tecnologias de fitorremediacion se pueden utilizar como
medio de contencion (fitoestabilizacion, rizofiltracion y fitoinmovilizacion) o

eliminacion (fitoextraccion, fitovolatilizacion y fitodegradacion) (39).

Mecanismos de fitorremediacion (40).

- La fitoestabilizacion permite inmovilizar contaminantes en el suelo a través de
su adsorcién en las raices o bien, por precipitacion en la zona de la rizosfera
(41). Se producen compuestos quimicos en la interfaz suelo-raiz, que inactivan

las sustancias toxicas, reduciendo su biodisponibilidad (42).
- La rizofiltracion utiliza las plantas para eliminar del medio hidrico

contaminantes, mediante la adsorcion, absorcién y acumulacién de los mismo,

en sus raices (43).
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- La fitoextraccion consiste en la absorcion de metales contaminantes mediante las

raices de las plantas y su acumulacion en tallos y hojas (44).

- La fitovolatilizacion se produce por plantas que absorben los contaminantes a
través del agua, llegan hasta las hojas y se evaporan o volatilizan en la atmosfera
(45). Mediante este proceso se han eliminado contaminantes como compuestos
organicos volatiles (benceno, nitrobenceno, tolueno, etilbenceno y m-xileno),
As, Se 'y Hg (46).

- En la fitodegradacion las plantas y los microorganismos asociados a ellas
degradan los contaminantes en productos inofensivos, empleando procesos

enzimaticos, o en, mineralizarlos hasta CO2 y H20 (47).

1.3. Chenopodium album L. (LICCHA

Clasificacion taxonémica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Chenopodiaceae
Género: Chenopodium

Especie: Chenopodium album

Chenopodium album, conocida con diversos nombres comunes como cenizo,

quinhuilla o liccha, es un especie de hierba de la familia Chenopodiaceae (48).

La Liccha (Chenopodium album L.) es una planta anual con tallos de 10 — 150 cm,
generalmente erectos, verdes o rojizos, muy ramificados y cubiertos de una pilosidad
harinosa grisicea. Presentan hojas de un tamafio del-8 x 0.3-5.5 c¢cm, de forma
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rombica y bordes irregulares, como se observa en la FIGURA 1. Tiene
inflorescencias dimorficas y el fruto es un aquenio, con una semilla en su interior de
1.2 - 1.6 mm, de color negro; crece en zonas ruderales de campos de cultivo, desde el
nivel del mar a los 1000 m de altitud (49).

FIGURA 1. Chenopodium album L. (Liccha)

Fuente: SEINet, Symbiota and several of the
specimen databases.

1.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE PLASMA ACOPLADO
INDUCTIVAMENTE (ICP — OES).

El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) es una fuente de ionizacidén que junto a

un espectrofotémetro de emision éptico (OES) constituye el equipo del ICP-OES.
Fundamento

El esquema del fundamento del ICP — OES, se muestra en la FIGURA 2.

Primero, se realiza la introduccién continua de muestra en estado liquido; ésta pasa a

través de un sistema de nebulizacion, formandose un aerosol que es transportado por

el argon hacia la antorcha del plasma ionizado, acoplado inductivamente por radio
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frecuencia. En el plasma, debido a las altas temperaturas generadas (10000 K), los
analitos son atomizados e ionizados (50). Cuando los a&tomos excitados vuelven a la
posicion de baja energia, se libera radiacion que es detectada por el
espectrofotometro. Aqui, se determina la presencia y concentracion de cada metal en
la muestra, segun su longitud de onda (51). Luego, la informacion es procesada por

el sistema informético.

Con esta técnica, se cuantifica la radiacion emitida por los &tomos excitados por el

plasma y que se relaciona con su concentracion (52)

Plasma
RF |
Power
Supply
o Echelle Monochromator
o0
Chebe
r
7 m
waste n ~—
Peristaltic Pump

FIGURA 2. Esquema del equipo ICP.OES
Fuente: Inductively coupled plasma -optical emission spectrometer (ICP-
OES) (51)
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1. CAMPO DE INVESTIGACION

2.1.1. Lugar de Experimentacion

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo durante los meses de julio a
octubre del 2017, en el laboratorio de Investigacion H-202, el laboratorio H-203 y el
laboratorio de Control de Calidad de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

2.1.2. Unidad de Estudio

En este trabajo se utilizaron plantulas de Chenopodium album (Liccha) de 30 dias de

propagacion. A partir de esquejes de una planta recolectada en el distrito de Cayma,
en la ciudad de Arequipa.
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2.1.3. Estrategia de Recoleccion de Datos

Los datos obtenidos, fueron analizados estadisticamente, mediante prueba de Fisher.

2.2. MATERIALES

2.2.1. Equipos

Balanza analitica OHAUS Pioneer® PA-214 (220 g, 0.0001 g), Digestor microondas

MARS6 230/60 CEM One Touch™, Equipo Simplicity UV Merck™ (agua 18.2
MQ), Espectrofotometro de plasma acoplado inductivamente (ICP — OES) Perkin
Elmer 5300, Micropipetas automaticas de 2-20 pL, 20-200 puL y 100-1000 pL
Eppendorf® Research, pHmetro digital Metrohm® 827 pH Lab, Refrigeradora,
Sistema de digestion UV 705 UV Digester Metrohm™,

2.2.2. Material vegetal

Chenopodium album L. (Liccha), recolectada de los campos de cultivo agricola del

distrito de Cayma, departamento de Arequipa.

2.2.3. Material de vidrio

Bagueta, Fiolas (10 mL, 25 mL y 500 mL), Pipetas graduadas (1 mL, 2 mL y 10
mL), Pipetas volumétricas (1 mL y 10 mL), Probeta graduada (50 mL), Recipientes
rectangulares de vidrio (12 x 25 x 30 cm), Vasos de precipitados (50 mL, 100 mL y
250 mL).

2.2.4. Reactivos

Acido nitrico 65%. Merck®, Agua destilada, Agua ultrapura (18.2 MQ), Arseniato
disddico heptahidratado (Na:HAsO4.7H20), Solucion estdndar de arsénico (V).
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Grado HPLC Merck®, Solucion hidroponica de Hoagland La Molina® (Solucion A
y B). Universidad Agraria La Molina.

2.2.5. Otros

Bandejas de poliestireno expandido (tecnopor), Bombas difusoras de peceras,
Espatula de plastico, Filtros de membrana de acetato de celulosa 0.22 um, Gradilla
para tubo de ensayo, Guantes de latex, Jeringas de 10 mL, Micropipetas (0.2 mL, 1
mL), Papel aluminio, Papel kraft, Porta filtro JH 1355, Recipientes de plastico
pequefios, Tips de 5-20 puL y de 100-1000 puL, Vasos de digestion de teflon de 20

mL.

2.3. METODOLOGIA

2.3.1. Recoleccion de material vegetal

Las plantas de Chenopodium album, fueron recolectadas de los campos de cultivo
del distrito de Cayma, departamento de Arequipa. Asi mismo, se cortaron tallos de

plantas sanas, y se reservaron para la propagacion.

2.3.2. Identificacion de la especie vegetal

La especie recolectada se llevo al HERBARIUM AREQUIPENSE (HUSA), para su

identificacion y respectiva caracterizacion taxonomica.

2.3.3. Propagacion de Chenopodium album L.

Se realiz6 la propagacion vegetativa por esquejes. Para esto, se seleccionaron plantas
sanas y jovenes, y se lavaron con Hipoclorito de sodio al 5% para la eliminacién de
bacterias y hongos impregnados. Luego, se procedié al corte de fragmentos de tallo
(esquejes), sembrandolos en bandejas con tierra himeda estéril, para su propagacion
durante 20 dias, hasta el desarrollo completo de las plantulas.
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2.34. Determinacién de las condiciones ¢ptimas de crecimiento de
Chenopodium album L.

Para el crecimiento de las plantulas, éstas se adaptaron en un medio liquido. Se
establecié un sistema de cultivo hidroponico bajo condiciones ambientales. Se
empled la solucién nutritiva La Molina®, una solucién hidropdnica de Hoagland
elaborada por la Universidad Nacional Agraria La Molina. Compuesta por 2
soluciones concentradas, denominadas A y B; con una proporcion de: 5 mL de
solucion concentrada A y 2 mL de la solucion concentrada B en un litro de
agua. Esta solucion hidroponica contiene: 210 mg.L? de potasio, 190 mg.L? de
nitrégeno, 150 mg.L™* de calcio, 70 mg.L ! de sodio, 45 mg.L™* de magnesio, 35
mg.L* de fésforo, 1 mg.L de hierro, 0.50 mg.L* de manganeso y boro, 0.15 mg.L*
de zinc, 0.10 mg.L™ de cobre y 0.05 mg.L* de molibdeno (53).

Se realizo un ensayo de adaptacion, probando 3 tratamientos, con concentraciones
diferentes de solucion nutritiva de Hoagland (25, 50 y 100%), variando los

volimenes de las soluciones A y B, como se muestra en la TABLA 1.

TABLA 1. Sistema de adaptacion

TRATAMIENTOS SOL. HOAGLAND SOL. A SOL.B

T1 25% 1.25 mL 0.5mL
T2 50% 2.5 mL 1mL
T3 100% 5mL 2 mL

Luego, se colocaron 5 plantulas en bandejillas sumergidas en la solucion nutritiva,

durante un periodo de 15 dias y se eligi6 el mejor sistema.
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Posteriormente, se establecid el sistema a la concentracion escogida de solucion

nutritiva, sumergiendo las plantulas por un tiempo de adaptacion de 10 dias.

2.3.5. Validacion del método analitico para determinacion de arsénico

El analisis se realizd en el Laboratorio de Control de Calidad de la Universidad
Catolica de Santa Maria, empleando el equipo Espectrofotometro de plasma
acoplado inductivamente (ICP — OES) Perkin Elmer 5300.

Se cred un método para la determinacién de arsénico. Los parametros evaluados para
la validacion del método fueron: linealidad, precision, exactitud, y limite de

deteccidn y cuantificacion; segun los lineamientos ICH (54).

Se prepararon 6 estandares enrasados a 25 mL, a partir de una solucion stock de 100
mg.L* de arsénico, segiin la TABLA 2.

TABLA 2. Preparacion de estandares

ESTANDARES CONCENTRACION* NS
SOL. STOCK!

1 0.40 0.10

2 1.00 0.25

3 2.00 0.50

4 3.00 0.75

5 4.00 1.00

6 6.00 1.50

(*): Concentracion expresada en unidades de mg.L™, (1): volumen
expresado en unidades de mL.
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. Linealidad

Se construyd una curva de calibracion de absorbancia vs concentracion, utilizando 6
puntos, los 6 estandares preparados de concentraciones de arsénico. Cada punto se
evaludé por triplicado, los datos se procesaron estadisticamente con la prueba de
regresion lineal; asi mismo, se determiné el coeficiente de correlacion lineal (r), el
coeficiente de determinacion (r?), el intercepto (a) y la pendiente (b) para el 95% de

confianza.

. Precision

Se tomd en cuenta la repetitividad, se registraron 6 mediciones de una concentracién
de 2 mg.L* de arsénico, bajo las mismas condiciones (operador, aparato, laboratorio
y en corto intervalo de tiempo). Se calculé la desviacién estandar y el porcentaje de

coeficiente de variacion (% RSD).

° Exactitud

La exactitud se expresé en términos de porcentaje de recuperacion analitico absoluto
promedio; para esto, se realizaron 3 mediciones de una concentracion de 3 mg.L? de
arsénico. Para determinar el porcentaje de recuperacion se utilizé la siguiente

férmula;

R =

>

x 100, donde:

R: Recuperacion (%)
X: Valor practico (mg.L™?)
X: Valor tedrico verdadero (mg.L™?)
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o Limite de deteccién y cuantificacion
- Limite de deteccion:

Se refiere a la minima concentracion de analito que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse en una muestra. Para ello se utilizd la siguiente

ecuacion:

Y1 + 3S
— bt T oonl ,donde:
b x Vn
Yoi: Respuesta del blanco.
Sbl: Desviacion estandar del blanco.
b: pendiente de la recta.

n: numero de muestras.
- Limite de cuantificacion:

Se refiere a la minima concentracion de analito que puede ser detectada con

fiabilidad, y cuantificada en una muestra. Para ello, se empled la siguiente ecuacion:

Yy + 10S
(ca= Ll — ,donde:
b x vVn
Yui: Respuesta del blanco.
Shi: Desviacion estandar del blanco.
b: pendiente de la recta.

n: nimero de muestras.
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2.3.6. Ensayo de fitotoxicidad

Se realizaron 3 tratamientos por triplicado: T1, T2, T3; con diferentes
concentraciones de arsénico empleando una solucién de Arseniato disodico
heptahidratado (Na;HAsO4.7H20) de 1000 mg.L?; cada tratamiento cont6 con tres

plantulas de Chenopodium album.

Y un control, sin concentracion alguna del contaminante; el tratamiento T1 con una
concentracion de 5 mg.L™ de arsénico, el tratamiento T2 con 10 mg.L? de arsénico,

y por Gltimo, el tratamiento T3 con 15 mg.L™ de arsénico.

Las diluciones se prepararon con la solucion de Hoagland seleccionada en el ensayo
de adaptacién, en envases de plastico por separado. Luego, se colocd una plancha de
poliestireno con 3 plantas de Chenopodium album L., previa adaptacion de las

mismas; en cada envase.

Se realiz6 un diagndstico visual para determinar el nivel de tolerancia de
Chenopodium album, mediante grados de toxicidad mostrados en la TABLA 3; se
realizaron observaciones periddicas evaluando las caracteristicas cualitativas

(sintomas) cada 3 dias, durante un periodo de 19 dias.

Al finalizar el tratamiento, se analizo la concentracion final de arsénico acumulado
en las plantas, mediante el método ICP-OES; para asi obtener la concentracion
méaxima de tolerancia y resistencia para ser empleada en el ensayo final de

bioacumulacion.
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TABLA 3. Escala de grados de toxicidad.

GRADOS DE
TOXICIDAD

DESCRIPCION

P. radicular: No se observaron sintomas.
Grado 1 (G1) ) )
P. aérea: No se observaron sintomas.

P. radicular: No se observaron sintomas.
Grado 2 (G2) P. aérea: Tercio inferior con areas cloroticas, tercio

medio y superior no se observaron sintomas.

P. radicular: No se observaron sintomas.
P. aérea: Tercio inferior con clorosis y/o
Grado 3 (G3) ) _ 4 _ .
arrugamiento de hojas, tercio medio con areas

cloroticas.

P. radicular: No se observaron sintomas.

P. aérea: Tercio inferior con inicios de senescencia,
Grado 4 (G4) ) i ) ) )
tercio medio con clorosis y arrugamiento, tercio

superior sin sintomas.

P. radicular: No se observaron sintomas.

P. aérea: Tercio inferior con senescencia en su
Grado 5 (G5) totalidad y abscision de hojas. El tercio medio con
senescencia y formacién de nuevos brotes axilares,

tercio superior con brotes.

P. radicular: No se observaron sintomas.

P. aérea: Tercio inferior con senescencia en su
Grado 6 (G6) . . . . . .
totalidad y abscision de hojas, tercio medio y superior

con senescencia en su totalidad y abscision de hojas.
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2.3.7. Ensayo de bioacumulacion

El experimento se realizo por triplicado en recipientes de vidrio (12 x 25 x 30 cm).
Se considerd la concentracion tolerante de arsénico, determinada en el ensayo previo

de fitotoxicidad.

Se establecio un sistema de aeroponia, colocando tubos difusores conectados a
bombas peristalticas para burbujear aire y mantener en movimiento constante el
sistema. Finalmente, se sumergieron bandejillas con 10 plantulas de Chenopodium
album, de 7 cm de altura, por cada recipiente.

2.3.8. Tratamiento y digestion de muestras.

. Pre-secado de muestras:

Las plantas fueron tomadas del sistema aeroponico, lavadas con abundante

agua destilada y colocadas en papel kraft por 24h.

o Secado de muestras:
Luego del pre-secado, las plantas se seccionaron en parte aérea y radicular
para proceder al secado; se llevaron a estufa a 60° C durante 24 horas, para
asi, poder digerir las muestras tratadas.

o Digestion por microondas:
Las muestras fueron trituradas, se pesaron 100 mg de la parte aérea y de la
parte radicular, y se colocaron en los tubos de digestion; luego, se agregaron 2

mL de &cido nitrico supra puro (HNO3) y finalmente, se llevaron al Digestor
microondas MARS 6 230/60 CEM One Touch™,
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2.3.9. Determinacién de arsénico por el método ICP — OES.

Se estimd el contenido del metaloide mediante la técnica ICP-OES.
Se realizaron 6 determinaciones por triplicado cada 5 dias, durante 30 dias. Las

plantas a analizar, se seleccionaron al azar.

Las muestras se analizaron en el laboratorio de Control de calidad de la Universidad

Catolica de Santa Maria.

2.3.10.  Disefio experimental

. Fitotoxicidad

En la TABLA 4, se observa el disefio experimental utilizado para el ensayo de

fitotoxicidad, siendo 3 tratamientos por triplicado.

Tratamientos T1, T2y T3 con 5, 10 y 15 mg.L™* de arsénico; y un control con 0 una
concentracion nula del metaloide. Teniendo asi un total de 12 unidades

experimentales

° Bioacumulacién

Como se muestra en la TABLA 5, el experimento de bioacumulacion, consto del
tratamiento T1, por triplicado, con la concentracion méxima de tolerancia X mg.L
de arsénico, obtenida en el ensayo previo de fitotoxicidad; y un control, con una

concentracion de 0 mg.L™ de arsénico.

Teniendo asi un total de 6 unidades experimentales, cada una constituida por 10

plantulas de Chenopodium album L. (Liccha).
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TABLA 4. Tratamiento de fitotoxicidad de arsénico.

TRATAMIENTOS ENSAYOS PLANTULAS

1 3
CONTROL ® 5 3
3 3

4 3

T10 5 3

6 3

7 3

T2 @ 8 3

9 3

10 3

T3 O 11 3

12 3

(*): 0mg.L?, (1): 5mg.L?, (£): 10 mg.L2, (8): 15 mg.L™2.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

TABLA 5. Tratamiento de bioacumulacion de arsénico.

TRATAMIENTOS ENSAYOS PLANTULAS

1 10

CONTROL ® 2 10
3 10

4 10

T1® 5 10

6 10

(*): 0mg.L?, (): X mg.L™.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Identificacion de la especie vegetal

Se identificd la especie vegetal en el HERBARIUM AREQUIPENSE (HUSA) de la
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa; mediante la constancia N° 17-
2017-HUSA (ANEXO 1), se determin0 que la especie vegetal presentada
correspondia a Chenopodium album L. (Liccha).

3.2.  Propagacion de Chenopodium album L.

Las plantas de Chenopodium album tienen una reproduccion sexual y asexual; en
este trabajo, se emple6 la via asexual o vegetativa, mediante la técnica de
propagacién por esquejes.

Se sembraron 100 esquejes, fragmentos de tallo; observando el crecimiento de todas
las plantulas, con estructuras completas de raiz, tallo y hojas.
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La propagacion por esquejes, es uno de los métodos de produccién asexual mas
utilizados; se puede cultivar distintas especies vegetales en un espacio limitado a
partir de una planta madre. Este es un método poco costoso, rapido y sencillo, ya que
no se necesita técnicas especiales (55). Los esquejes por lo general responden bien al
trasplante, tienen un porcentaje elevado de supervivencia, y se consideran como una
de las mejores bases para alcanzar plantas de calidad (56); y para una produccion
homogénea de clones (57), a través de divisiones mitoticas de la célula, perpetuando

de ésta forma sus caracteristicas especificas (58).

En la actualidad; no existen trabajos que hayan realizado la propagacion de

Chenopodium album L., por esquejes o de alguna otra maleza.

Sin embargo se presentan datos de plantas ornamentales propagadas por este método,
tal es el caso de la especie Monttea chilensis; el enraizamiento de sus esquejes de
tallo es una forma efectiva de propagacion, lo que aporta especial utilidad cuando se
desea asegurar las caracteristicas favorables de ciertos individuos, alcanzando hasta
un 40% de enraizamiento (59). En contra posicion, Chenopodium album presentd un
100% de enraizamiento, ya que al ser una maleza su estructura completa se
desarrolla en areas ruderales con poca humedad.

3.3.  Determinacion de las condiciones optimas de crecimiento de

Chenopodium album L.

En Arequipa, las temperaturas llegan por la noche a 5°C y durante el dia a 23 °C en
invierno; al ser una maleza, su amplia distribucién por encima de los 1000 m de
altitud, nos indica una alta tolerancia a climas con temperaturas medias que van de 5-
30 ° C, resistiendo también las heladas nocturnas (60); creciendo a condiciones
ambientales de 8 — 21 °C. Es por eso, que no fue necesario implementar un sistema
invernadero para la adaptacion y los ensayos de fitotoxicidad y bioacumulacion,
corroborando las ventajas de la técnica de fitorremediacion y facilitando el

escalamiento a nivel industrial, debido al costo.
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Para la adaptacion de las plantulas, se evaluaron tres tratamientos, con
concentraciones diferentes de solucion nutritiva de Hoagland con un pH de 6.8,
durante un periodo de 15 dias, bajo condiciones ambientales; siendo T1 la solucion al
25%, T2 la solucién al 50% y T3 la solucion al 100%.

TABLA 6. Adaptacion de Chenopodium album.

DIAS
TRATAMIENTOS 5 10 15
* s Sin .,
T1 Sin sintomas . Sin sintomas
sintomas
T2% Clorosis Clorosis Marchitamiento

Marchitamiento y
1 3 .
&) necrosis

(*): 25 %, (7): 50 %, (7):100 %.

Como se observa en la TABLA 6, el tratamiento T1 presentd mejores resultados, a
los 15 dias se observd el crecimiento de la planta con la estructura completa sin
observar cambios relevantes. En el tratamiento T2, se observaron inicios de clorosis
a los 5 dias de tratamiento, y marchitamiento a los 15 dias. Y por ultimo, en el
tratamiento T3, las plantulas mostraron marchitamiento en la parte inferior del tallo y
senescencia a los 6 dias, con necrosis en las raices. Esto probablemente a causa de un

exceso de nutrientes
La hidroponia es una técnica de produccién de cultivos en medio liquido, se emplea
agua con elementos indispensables disueltos en ella (61), en donde los nutrientes

minerales esenciales estan disueltos de forma recirculante (NFT) o aeroponia (62).

La adaptacion de Chenopodium album, se realiz6 en solucién nutritiva hidrop6nica
de Hoagland, debido a que los siguientes ensayos de fitotoxicidad y bioacumulacion
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de arsénico se efectuaron en medio liquido, para lograr homogeneidad y la correcta
concentracion del metaloide. Asi también, ésta es una técnica sencilla, limpia y de
bajo costo para producir vegetales de rapido crecimiento (63) como Chenopodium

album, que es considerada una hierba mala.

Para producir el cultivo hidropdnico de forraje verde se emplea la cuarta parte de la
dosis normal de la solucion de Hoagland de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (53); ya que Chenopodium album es una planta herbacea de pocos
requerimientos nutritivos, asemejandose al forraje, se probaron diferentes diluciones
de la solucion, observando los sintomas producidos. La anormalidad visible causada
por la deficiencia o el exceso de un determinado elemento, (sintomas) es el
diagnostico visual del estado nutricional de las plantas. Como regla, los sintomas de
toxicidad de todos los elementos aparecen primero en las hojas mas viejas. El
diagnostico foliar es considerado como un método destinado a evaluar el estado
nutricional de las plantas y la necesidad de fertilizante de los cultivos, se sostiene que
el diagnostico foliar puede ser usado tanto como un medio para recomendar dosis de
fertilizantes a aplicar, como para ajustar programas de fertilizacién, particularmente
en cultivos perennes (64), como es el caso de Chenopodium album. El efecto nocivo
de estos elementos se puede concentrar facilmente en la zona de las raices, cuando no
existe un drenaje adecuado o cuando el agua de riego contiene también elementos

toxicos a la planta (65).

Actualmente, no existen trabajos que hayan realizado el cultivo hidropénico de

Chenopodium album, ni de alguna otra maleza.

Como se obtuvieron mejores resultados con el tratamiento T1, se procedio a la
adaptacion de las plantulas en un medio al 25% de la solucion de Hoagland.

3.4. Validacion del método analitico

La validacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que los

resultados obtenidos por dicho método sean confiables. Se validd el método analitico
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de ICP-OES, segun la normativa ICH (54). Para ésta técnica se cred un método para

determinar arsénico.

° Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método analitico de dar un resultado proporcional

a la concentracion del analito ha determinar en la muestra.

Se realizaron mediciones de los 6 estandares preparados, registrando sus respectivas
intensidades en la TABLA 7.

TABLA 7. Intensidad de estandares

ESTANDARES CONCENTRACION* INTENSIDAD?

1 0.40 107.50

2 1.00 1120.90
3 2.00 2219.70
4 3.00 3390.80
5 4.00 4497.70
6 6.00 5822.10

(*): Unidad de concentracion expresada en mg.L™, (+): Unidad

de intensidad expresada en nA.

Con los datos de las intensidades obtenidas por el ICP-OES, se procedid a construir
una curva de calibracion (FIGURA 3) en funcion a la concentracion de arsénico
(mg.L™Y). Endonde se muestra la representacion gréfica de la linealidad del método
para el arsénico.
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En el andlisis estadistico de regresion lineal, se obtuvo una ecuacion lineal de
estructura y = bx + a, siendo “a” el intercepto y “b” la pendiente; asi como el

coeficiente de correlacion (r) y finalmente, el coeficiente de determinacion (r?).

El coeficiente de correlacion (r) indica el grado de relacion entre la variable (X) y
(Y) de la curva de calibracion; asi, el coeficiente de determinacion cercano a la

unidad, indica mayor significancia estadistica.

Siendo la ecuacion: y = 1131x — 0.8, donde el intercepto () y la pendiente (b) tienen
valores de 0.8 y 1131 respectivamente. Asi, el coeficiente de correlacion (r) tiene un

valor de 0,9999, y el coeficiente de determinacion (r?) con un valor de 0,9999.

Segun la normativa ICH se debe cumplir r > 0.9990 y r* > 0.9800 para dar validacion
del método, asi mismo se verificé dicho cumplimiento, validando la linealidad del

método.

LINEALIDAD

7000
6000
5000
4000

3000

INTENSIDAD (nA)

2000

1000

0 1 2 3 4 5 6 7

ESTANDARES DE ARSENICO

FIGURA 3. Representacion grafica de la linealidad del método para la
determinacion de arsénico.
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. Precisién

La precision podria establecerse en términos de repetibilidad. EI grado de precision
se expresa habitualmente en términos de imprecision y se calcula como desviacion
estandar de los resultados. Se determino la repetibilidad, registrando seis mediciones
bajo las mismas condiciones (mismo operador, mismo equipo, mismo laboratorio y
en cortos intervalos de tiempo). Asi se calculd la desviacion estandar y el porcentaje

de coeficiente de variacion.

De acuerdo con la normativa de validacion ICH, el criterio de aceptacion para

repetibilidad es que el %RSD sea menor al 2%.

Los resultados muestran (TABLA 8) que se obtuvo un %RSD de 0.450; siendo

menor al 2%, se dio por cumplido dicho requerimiento.

TABLA 8. Precision: desviacion estandar y porcentaje de

coeficiente de variacion.

MEDICION As*
T 2.005
2 1.995
3 1.989
4 1.995
5 1.981
6 1.993
Promedio 1.993
SD 0.008
%RSD 0.450

(*): Unidad de concentracion expresada en mg.L™
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. Exactitud

La exactitud se define como el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo
y el valor de referencia. Una manera para determinar la exactitud es el porcentaje de
recuperacion analitico absoluto promedio, éste se determino realizando 3 mediciones

de una concentracion de 3 mg.L™* de arsénico.

De acuerdo con la normativa ICH, el criterio de aceptacion para la exactitud es un

valor de 95 % < % R < 103 %.
Los datos obtenidos se muestran en la TABLA 9, con un % Recuperacion de
101.867 %. Por lo tanto, se validd que el método analitico es exacto para la

determinacién de arsénico.

TABLA 9. Porcentaje de recuperacion analitico absoluto

promedio
VALOR TEORICO* 3.000
3.056
VALOR PRACTICO* 3.086
3.062
Promedio” 3.065
%R 102.167

(*): Concentracion del metaloide expresada en mg.L™
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o Limite de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccion (LD) es la minima concentracion o masa del analito que puede
ser detectada en un método dado. Mientras que el limite de cuantificacion (LC) es la
minima concentracion o masa del analito de un método determinado que se puede

cuantificar.

Se determiné un limite de deteccion de 0.026 pg.L™ de arsénico y un limite de

cuantificacion de 0.079 pg.L™.

Con esto, se concluy6 que el método es capaz de detectar minimas cantidades de
arsénico; y sobre todo, es capaz de cuantificarlas, pudiendo ser efectivo en

determinadas muestras.

3.5.  Ensayo de fitotoxicidad

En este ensayo, se evalud la toxicidad, mediante un diagnostico visual, plasmando
los resultados en base a una escala de 6 grados de toxicidad (G1 — G6) descritos

anteriormente.
Para esto, se evaluaron concentraciones de 5, 10 y 15 mg.L y un control (0 mg.L™),

bajo las mismas condiciones; obteniendo asi los resultados mostrados en la TABLA
10.
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TABLA 10. Escala de toxicidad a diferentes concentraciones de arsénico en

Chenopodium album.

ARSENICO
TIEMPO  CONTROL® T1(M T2M T3O
Di P. P. P. P. P. P. P. P.
as Radicular Aérea Radicular Aérea Radicular Aérea Radicular Aérea
0 G1 G1 G1 G1 G1 G1 G1 G1
1 Gl G1 G1 G1 G1 G1 Gl G1
4 Gl Gl Gl Gl Gl G1 Gl G2
7 G1 G1 Gl G2 G1 G2 Gl G2
10 G1 G1 G1 G2 G1 G3 Gl G4
13 Gl G1 G1 G4 G1 G5 Gl G5
16 Gl Gl Gl G4 Gl G5 Gl G5
19 Gl Gl Gl G4 G1 G5 Gl G6

(*): 0mg.L?, (+): 5mg.L?, (): 10 mg.L2, (8): 15 mg.L ™.

Para emplear este método, primero, se asegurd que los cultivos de Chenopodium
album se adecuaran a la soluciéon nutritiva mediante los ensayos previos de
adaptacion; y que los nutrientes minerales disueltos en ella sean suficientes para
proporcionarle el Optimo crecimiento. Asi, los sintomas foliares y dafios en la

estructura solamente serian a causa de la concentracion determinada de arsénico.

Como se muestra en la TABLA 10, el control present6 el grado (G1), al no mostrar
sintomas de toxicidad en la parte radicular y aérea de la planta, debido a que tenia
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una concentracion nula de arsénico. Esto permitid tomar este tratamiento como

control blanco.

En los tres tratamientos, las raices no mostraron sintoma alguno en los 19 dias.

El tratamiento T1 mostré cambios leves a los 7 dias, con una ligera clorosis;
presentando inicios de senescencia en el tercio inferior a los 13 dias. Con el
tratamiento T2 empezaron los sintomas de clorosis en el tercio inferior igualmente a
los 7 dias, continuando con el tercio medio a los 10 dias y terminando en

senescencia, formacion de nuevos brotes axilares y brotes en el tercio superior.

Walker, D.J., 2004, report6 que la especie Chenopodium album fue una de las
primeras en habitar areas vertidas con residuos de minas piriticas, contaminadas con
arsénico (66), concluyendo asi que esta especie es resistente a determinadas

concentraciones demostrando su tolerancia y crecimiento.

Por el contrario, con el tratamiento T3 se iniciaron los sintomas de clorosis a los 4
dias, siguiendo la parte inferior, media e inicios de senescencia a los 10 dias; a los 16
dias mostré senescencia completa y necrosis en la parte inferior, y a los 19 dias
senescencia en el tercio medio y superior con muerte de la planta.

Concluyéndose, que a la mayor concentracion de arsénico, las plantas presentaron
sintomas tempranos de toxicidad foliar y de tallo; causando senescencia, producida
por la concentracion elevada del metaloide.

El diagnoéstico foliar puede ser usado para determinar la toxicidad de un elemento,
particularmente en cultivos perennes (64). El analisis foliar, es el criterio mas seguro
para detectar el estado nutricional de especies perennes (67), dado que su propia

naturaleza le confiere caracteristicas diferenciales al de las plantas anuales (68).

Al finalizar los 19 dias de tratamiento, se analizd la concentracién de arsénico

acumulado en las plantas tratadas (TABLA 11).
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TABLA 11. Bioacumulacion de arsénico en la parte radicular y aérea de
Chenopodium album.

ARSENICO P. RADICULAR ™ P. AEREA

CONTROL* 1.774 £ 0.002 1.936 + 0.002
T1f 103.819 + 0.001 104.839 + 0.001
T2¢ 106.164 + 0.002 253.333 + 0.004
T38§ 286.111 + 0.001 277.957 + 0.012

n= 3 (3 muestras), (*): 0 mg.L?, (): 5 mg.L?, (f): 10 mg.L?, (8): 15 mg.L™,

(My (\\): concentracion del metal en la planta expresada en mg.kg™.

Se hallé una acumulacion maxima de 286.111 + 0.001 mg.Kg* de arsénico en la
parte radicular y 277.957 + 0.012 mg.Kg™ en la parte aérea, en el tratamiento T3.

Pero al considerar el tratamiento T3 y evaluar su toxicidad; al presentar la mayor
concentracion, generd la muerte de la planta en un periodo corto, y no podria ser
evaluada en el siguiente ensayo de bioacumulacién. Por esto, se determind que la
concentracion apropiada para llevar a cabo el siguiente ensayo final seria la del

tratamiento T2.

El ensayo de toxicidad se realizd con la finalidad de determinar la concentracion
adecuada del metaloide, para llevar a cabo el ensayo de bioacumulacién final; ésta,
se refiere a la maxima concentracion que la planta puede resistir y a la cual, tiene la
capacidad de acumular la mayor cantidad del mismo en su interior; siendo ésta 10

mg.L! de arsénico.
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3.6. Ensayo de bioacumulacion

En el ensayo de bioacumulaciéon, se emplearon plantulas de 7 cm de altura,

mostrando los resultados en la TABLA 12.

TABLA 12. Bioacumulacion de arsénico en Chenopodium album.

TIEMPO® P. RADICULAR® P. AEREA®
0 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000
5 100.303 + 1.443 107.500 * 0.682
10 293.610 +0.748 182.857 + 0.036
15 622.989 + 0.995 784.856 + 1.201
20 694.802 + 2.450 1050.373 + 0.879
25 622.895 + 2.605 703.980 + 1.759
30 508.421 + 4.466 175.000 * 2.357

n= 3 (3 muestras), (*): tiempo expresado en dias, () y (1):

concentracion del metal en la planta expresada en mg.kg™.

Con los datos obtenidos, se procedio a realizar una gréfica (FIGURA 4),
comparando la bioacumulacién de arsénico en la parte radicular y aérea de la planta.
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FIGURA 4. Curva de bioacumulacion de arsénico en la parte radicular y aérea de

Chenopodium album.

En el tratamiento T1 (TABLA 12 y FIGURA 4), en la parte radicular se presentd
una absorcién ascendiente considerable desde los 5 dias de iniciado el ensayo, con
una maxima acumulacion de 694.802 + 2.450 mg.kg™ a los 20 dias; iniciandose una

decaimiento a los 25 dias.

Por otro lado, en la parte aérea, se observé un comportamiento semejante; con una
absorcion creciente también desde el dia 5; acumulando la mayor cantidad de
arsénico 1050.373 + 0.879 mg.kg™ a los 20 dias, mostrando un decaimiento a los 25
dias. El decaimiento de concentracion en las raices y hojas, podria deberse a un

proceso de desorcion de la planta debido al saturamiento de la misma.

Siendo el tiempo de mayor capacidad de acumulacion a los 20 dias. Si se aplicara
esta técnica con Chenopodium album, para el tratamiento de aguas contaminadas; las
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plantas tendrian que retirarse antes de que inicien su proceso de desorcion, esperando

el tiempo indicado para su mayor acumulacion.

Existe una gran cantidad de trabajos relacionadas con diversas plantas acuaticas, que
tienen la capacidad de acumular arsénico descontaminando aguas, como: Scirpus
lacustris, Lemna gibba, Elatine Manda, Polygonum punctatum (13) y Azolla
fuliculoides (69). Asi también, la especie Chenopodium album, tiene la capacidad de
acumular arsénico de aguas contaminadas como se demuestra en este trabajo; pero
ésta al ser una planta terrestre, podria ser empleada también en remediacion de suelos

contaminados.

Almagro, 2015, analiz6 la tolerancia de cinco especies de Cistus a metales pesados,
mostrando que la concentracion media de arsénico mas alta registrada fue para C.
psilosepalus y C. monspeliensis con un valor de 39 mg.Kg? (70). Asi también,
Pratas, 2005, investigo sobre plantas que crecen en minas portuguesas abandonadas,
altamente contaminadas con arsénico, antimonio y tungsteno; estudiando su
potencial de prospeccion biogeoquimica y estabilizacion de minas, mostrando que el
arsénico podria ser acumulado en hojas de plantas de Cistus ladanifer con una
absorcion maxima de 2,770 mg.Kg? (71). Al contrastar con los datos obtenidos en
este trabajo; Chenopodium album, demostré una mayor capacidad de acumulacion de

arsénico con una absorcion de més de 1000 mg del metaloide por Kg de planta.

Tomando el ejemplo de otras plantas y diversos metales; Victor R. P., 2014, realizé
investigaciones sobre la fitorremediacion de cadmio y mercurio con la especie
Eichhornia Crassipes (Jacinto de agua), enfatizando en los parametros
fisicoquimicos que influyeron en su capacidad remediadora; obteniendo un
porcentaje de sorcion de 16,56 % para Cd (1) y 15,6 % para el Hg (11) en un tiempo
de 7 dias (72). Por otro lado; Moogouei R., 2011, estudié el uso de otras plantas
como Calendula alata, Amaranthus chlorostachys y Chenopodium album, para la
remediacion de Cs en solucion, absorbiendo un 68% (73). En la presente

investigacion, se demostrd una capacidad de sorcion del 100 % del arsénico en
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solucion a una concentracion alta de 10 mg.L?, empleando plantas en medio

hidroponico.

Algunas especies, debido a su gran capacidad para acumular metales, reciben el
nombre de hiperacumuladoras; por definicion, estas plantas deben acumular al menos
100 mg.Kg* de arsénico 0 1000 mg.Kg™? (0.1 % peso seco) de otros metales pesados
(74). Chenopodium album presentd una acumulacion aérea y radicular mucho mayor
que 100 mg. Kg?, llegando hasta méas de 1000 mg.Kg? de arsénico en hojas y tallo;
siendo considerada como una planta hiperacumuladora de arsénico, pudiendo ser

empleada en procesos de fitorremediacion de aguas Yy suelos contaminados.

Al finalizar el tratamiento, las plantas crecieron hasta los 21 cm (FIGURA 5),
demostrando la capacidad de acumulacion y la alta resistencia de la misma, al

absorber, translocar y acumular el arsénico.

Mientras mayor sea el tamafio de la planta, tendra mayor espacio en donde acumular
mayor cantidad de arsénico, siendo tolerante y captando mas cantidad del metaloide

estudiado.

FIGURA 5. Plantas de Chenopodium album después
de los 30 dias de bioacumulacion.
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Asi también, se realizo la prueba estadistica de Fisher (F), comparando los valores de

acumulacién de la parte radicular y aérea de la planta.

TABLA 13. Anélisis estadistico para el tratamiento T1 (parte radicular y aérea).

TIEMPO® F CALCULADO FCRITICO VALORP
A=0.05
5 3.151 E+01 18.513 3.030 E-02
10 2.906 E+04 18.513 3.441 E-05
15 1.193 E+04 18.513 8.379 E-05
20 3.731 E+04 18.513 2.680 E-05
25 1.331 E+03 18.513 7.506 E-04
30 8.719 E+03 18.513 1.147 E-04

(*): Tiempo expresado en dias.

Como se observa en la TABLA 13, del dia 5 al 30, se muestra que el Fcaiculado €S
mayor que el Feritico, ¥ €l valor P de la prueba F es menor que 0.05; por lo tanto se
rechaz6 la hipdtesis nula y se aceptd la hipdtesis alternativa, afirmando que las
varianzas son heterogéneas.

Demostrandose, que existe una diferencia estadisticamente significativa con un nivel

de confianza del 95%.
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Asi, la parte aérea presentdé mayor capacidad de acumulacién de arsénico que la parte
radicular; concluyendo que la planta Chenopodium album, emplea el proceso de
fitoextraccion principalmente, y adicionalmente el de rizofiltracion, para remover

arsenico de aguas contaminadas (43, 44).

Segun Burld (1999), la traslocacion del arsénico desde las raices a los tallos es
ineficiente; como mostro en sus estudios de tomate expuesto a arsénico inorganico
(75). Asi también, Zhao (2010), afirma que la translocacion a la parte aérea de los
complejos As (1I1)-PC o As (lI1)- GS, es un hecho muy poco probable ya que éstos
son inestables a pHs mayores a 7.5 y el interior del floema tiene pH alcalino (76).
Por el contrario, en esta investigacion se demuestra la alta capacidad de traslocacion
de la especie Chenopodium album; ya que presenta mayor acumulacion en la parte

aérea de la planta, absorbiendo 1050.373 + 0.879 mg.kg™ en su tallo y hojas.

Esta capacidad de acumulacion de metales toxicos de diversas plantas, se explica a

continuacion:

Dado que los metaloides pueden llegar a ser toxicos en niveles mas altos; las plantas
han desarrollado una regulacion estricta para absorber, trasladar y almacenar dichos
contaminantes dentro de rangos fisiologicos. A pesar de la selectividad de los
sistemas de transporte, los metales no esenciales y metaloides como el arsenico (As)

también hacen uso de estos mecanismos de absorcion.

La entrada del arsénico en la célula depende del estado de oxidacion que éste tenga.
En diversos estudios fisiolégicos, se ha determinado que el arsénico presenta gran
similitud al grupo fosfato (PO4)3, por lo que comparten la mayoria de
transportadores en plantas (77); existen alrededor de 100 transportadores de fosfato
expresados en las raices (78). Después de entrar en las raices a través de los
transportadores de fosfato de alta afinidad, el arseniato (AsO4) se reduce facilmente
a arsenito (AsO2)". Alternativamente, bajo condiciones reductoras, el arsenito es

absorbido por proteinas de membrana pertenecientes a la familia de acuaporinas (79,
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80). Este se exporta posteriormente al xilema por el transportador de eflujo de silicio
(81). EIl paso final de la desintoxicacion de arsénico en la célula es el secuestro en
vacuolas, que depende principalmente del glutation (GSH), de las fitoquelatinas (PC)

y metalotioneinas (MT).

El glutation (GSH) es un tripéptido de bajo peso molecular compuesto por cisteina,
glutamato y glicina, reacciona con compuestos toxicos debido a la alta afinidad de
los metales con su grupo tiol (-SH), formando derivados que son secuestrados en

vacuolas (82). Es precursor de las fitoquelatinas.

Las fitoquelatinas son péptidos de union al metal, ricos en cisteina con repeticiones
del monémero (y-GluCys)n-Gly (83); cuya sintesis es inducida por metales toxicos

como mercurio, cobre, plomo, cadmio, incluido el arsénico (84).

Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular ricas en cisteina, que

acomplejan metales por sus grupos tiol y sus residuos de cisteina (85).
Ademas de la detoxificacion de metales, también cumplen funciones de homeostasis

(86), asi como de defensa antioxidante para manejar el desafio oxidativo impuesto
por el metal (87).
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CONCLUSIONES

. Las condiciones 6ptimas de crecimiento de Chenopodium album L.
(Liccha), establecidas bajo condiciones ambientales fueron: temperatura
entre 8 - 21°C, pH 6.8 y un medio hidroponico al 25% de la solucion de
Hoagland.

. El meétodo analitico de espectrofotometria de plasma acoplado
inductivamente (ICP — OES) fue validado para la determinacion de
arsénico; siendo lineal (r?=0.999), preciso y exacto segun las normas ICH;

con un LD: 0.026 pg.Lty un LC: 0.079 pg.L™.

. En el ensayo de fitotoxicidad, la concentracion a la que la planta presentd
mayor tolerancia y acumulacion, fue de 10 mg.L* de arsénico. Mostrando

senescencia y muerte temprana a la mayor concentracion.
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. Se determind la méxima bioacumulacion a los 20 dias, en la parte
radicular y aérea: 694.802 + 2.450 mg.kg™? y 1050.373 + 0.879 mg.kg™,
respectivamente; mostrando mayor cantidad bioacumulada en la parte

aerea de la planta.
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RECOMENDACIONES

1. Efectuar las mediciones en una estacion voltamperométrica, para poder
determinar la concentracion acumulada de la especie en sus formas

anionicas de arsenito (AsO)" y arseniato (AsQOa)™3.

2. En el ensayo de bioacumulacion de 30 dias, realizar mediciones de la
concentracion acumulada en la planta, en intervalos menores de 5 dias, antes
de que se produzca el proceso de desorcion del metaloide; para poder
emplear los datos y graficar una curva y determinar una cinética de

fitorremediacion.

3. Evaluar los mecanismos empleados por la planta para acumular arsénico,

para determinar si cumple métodos de fitoextraccion o rizofiltracion.

4. Realizar pruebas de fitorremediacion de aguas contaminadas de vertientes

de minerias.

5. Aplicar la técnica de fitorremediacion en suelos contaminados.
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ANEXOS

1. INDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN, =\,

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 5(@ H

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA g\\':'%é’
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) U

CONSTANCIA 17- 2017-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Se hace constar que las muestras frescas de hojas y tallos de la planta traida al laboratorio
por la Srta: SUSAN SOFIA FLORES CALLA para el andlisis botdnico corresponde a la especie
Chenopodium délbum L. “liccha” de la familia Amaranthaceae . Dicha muestra fue obtenida
de los campos de cultivo de Cayma, provincia de Arequipa, Departamento de Arequipa para
el estudio de la Tesis de pregrado titulada: Determinacién de la capacidad fitoremediadora
de Chenopodium dlbum L. “liccha” en aguas contaminadas con Arsénico de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas del Programa profesional de Ingenieria
Biotecnologica de la Universidad Catélica Santa Maria.

Los resultados de dicha identificacién y tipificacion corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: CARYOPHYLLIDAE
ORDEN: CARYOPHYLLALES
FAMILIA: AMARANTHACEAE
GENERO: Chenopodium
ESPECIE: Chenopodium dlbum L.

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los fines que se estime
conveniente.

Arequipa 4 de Julio del 2017

Blge.’éoncio\fsquiﬁo Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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