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PRESENTACION

La contaminacion del agua es una de los factores mas importantes que rompen
el equilibrio entre el hombre y su ambiente, de forma inmediata y también a
mediano y largo plazo; es por eso que actualmente, la prevencion y lucha contra

esta contaminacion constituye una necesidad de importancia prioritaria.

Las elevadas concentraciones de metales pesados utilizados en las diversas
industrias pueden quedarse acumulados en el agua y en el suelo, estos a su vez
por sus propiedades de ser no biodegradables, su alta toxicidad resultan ser
peligrosos para el medio ambiente. Si su concentracién el demasiado alta, es
decir fuera de los limites maximos permisibles, esto produce dafio directo a las
plantas, siendo absorbidos por estas, de esta forma los metales pesados pueden

mantenerse en el medio ambiente formando parte de la cadena trofica.

Por tanto, con la creciente contaminacién a nivel mundial, es que se hace
necesario buscar nuevas alternativas para recuperacién de masas de agua. En
este trabajo de investigacion se realizo un trabajo de fitorremediacion del
metaloide Arsénico utilizando la especie Scirpus americanus (Junco) como

material vegetal. El tipo de investigacion fue aplicada.
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INTRODUCCION

El desarrollo global en las dltimas décadas ha estado caracterizado por
un incremento rapido en la utilizacion de sustancias quimicas asociadas
con diferentes tipos de actividades: industrial, urbana, comercial y
agricola. *

Numerosos metales pesados también han sido continuamente
introducidos en el medio ambiente por diversas actividades humanas. 2 3
4 5 Algunas de estas actividades responsables de introducir metales
pesados en el ambiente del suelo incluyen el uso de fertilizantes
comerciales, agroguimicos, materiales de encalado, lodos de depuradora
y otros desechos como enmiendas del suelo, aplicacion de aguas de riego
de industriales baja calidad y deposiciones atmosféricas de actividades

urbanas. 6 7

Por tanto la contaminacion por metales pesados es un problema creciente
en diferentes areas alrededor del mundo debido al aumento de la
movilizacion humana de estos elementos a través de la extraccion de
mineral. La extraccion y el posterior procesamiento para diferentes
propdsitos aumentan la concentracion de elementos quimicos peligrosos
en el agua y el suelo, causando impactos negativos en la biota incluyendo
los riesgos para la salud humana debido a la acumulacion de metales

pesados en las redes alimenticias. 8

Un metaloide que presenta mucho interés en temas medio ambientales
tanto terrestres como acuaticos es el arsénico, la contaminacion por este
metaloide es un tema delicado debido a su impacto adverso en la salud
humana y los ecosistemas, ademas por su ubicuidad y carcinogenicidad,
ha recibido mucha atencién. ° 10
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Existen trabajos que respaldan la relevancia en este tema, como la
investigacion realizada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en
el afio 2014 ! la cual determiné el grado de contaminacién por arsénico
de aguas subterraneas y superficiales en el Peru, concluyendo que el 95
y 68% de las muestras de aguas subterraneas y aguas superficiales
respectivamente sobrepasaron el limite de 10 mg L de la concentracion
de arsénico permitida por la OMS, estos resultados suponen una gran

amenaza en la salud publica por la alta toxicidad.

Otra investigacion de especiacion realizada por el Instituto Nacional de
Salud 2 en la Regi6on Sur, especificamente en la ciudad de Tacna
demostré la presencia del arsénico en muestras de aguas superficiales,
encontrando que 4 de 6 muestras analizadas presentabas altas
concentraciones de arsénico, las cuales sobrepasaron los valores
recomendados por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos, lo cual demuestra la gran relevancia de la contaminacién por

arsénico en nuestra region.

Por otro lado, la identificacion de especies de plantas capaces de
acumular metales en sus tejidos representa una estrategia importante
para la remediacién de sitios contaminados con metales pesados. 3 Se
ha revisado recientemente la fitorremediacion como una tecnologia
ecolégica basada en plantas, para la remediaciéon de sitios contaminados
con As, ademas el mantenimiento de macrofitas acuaticas deseables
puede ayudar a reducir la propagacion de especie de malezas

indeseables. 14 15 16 17

En aguas contaminadas, la fitorremediacion con macroéfitas es una
tecnologia verde prometedora y relativamente reciente, estas especies
acuaticas tienen estrategias de supervivencia para tolerar cargas
contaminantes como una defensa contra posibles elementos téxicos,

eliminando los metales pesados incluso a altas concentraciones. 1819
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Teniendo en cuenta lo revisado anteriormente, es que en este trabajo de
investigacion se decidi6 utilizar la macrofita Scirpus americanus (Junco)
para experimentos de fitorremediacion de arsénico ya que este metaolide
presenta un gran relevancia mundial por una alta toxicidad y actualmente
se esta investigando nuevas alternativas ecoamigables para mitigar este

problema de contaminacién con arsénico.
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RESUMEN

El arsénico es un metaloide presente en forma natural en el medio ambiente, sin
embargo por las actividades antropogénicas como la mineria y metalurgia este
elemento puede entrar en diferentes sistemas terrestres y acuaticos, generando
asi preocupacion por su alta toxicidad. La especie Scirpus americanus (Junco)
fue recolectada de los Humedales de Santuario de Mejia, posteriormente se hizo
la identificacion en el HERBARIUM AREQUIPENSE (HUSA) de la Universidad
Nacional de San Agustin de Arequipa, la cual demostré que corresponde a la
especie de interes. El proceso de fitorremediacién se realizdé en un sistema de
cultivo hidropénico por un periodo de 32 dias, usando plantas de unos 40 dias,
dos soluciones nutritivas de Hoagland contaminados con Arsénico a
concentraciones de 1.2 mg.L* (C1) y 2.4 mg.L* (C2), y una solucién nutritiva de
Hoagland sin el contaminante (CO0). La técnica utilizada fue la Voltamperometria
catddica de pulso diferencial, utilizando la estacion voltamperométrica (797 VA
Computrace de Metrohm) que constaba de un electrodo de gota colgante de
mercurio (HMDE), un electrodo auxiliar de platino y un electrodo de referencia
de Ag/AgCI/KCI 3 M; ademas se realizé la validacion de la técnica. Se obtuvo
como resultados que la maxima capacidad de fitorremediacion de arsénico para
ambos tratamientos en hojas, fue a los 12 dias con 208.31 + 2.36 mg.Kg' vy
279.47 + 2.5 mg.Kg-*respectivamente; mientras que la absorcién en raices para
el tratamiento C1 se registr6 a los 20 dias con 93.13 + 0.88 mg.Kgly para el
tratamiento C2 se registré a los 8 dias con 39.16 + 2.97 mg.Kg™, concluyendo

gue habia mayor concentracién en hojas que en raices.

Palabras clave: Contaminacion, Arsénico, Fitorremediacion

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

ABSTRACT

Arsenic is a metalloid present naturally in the environment, however by
anthropogenic activities such as mining and metallurgy this element can enter
different terrestrial and aquatic systems, thus generating concern for its high
toxicity. The species Scirpus americanus (Junco) was collected from the
Wetlands of Sanctuary of Mejia, later identification was made at the HERBARIUM
AREQUIPENSE (HUSA) of the National University of San Agustin de Arequipa,
which showed that it corresponds to the species of interest. The phytoremediation
process was carried out in a hydroponic culture system for a period of 32 days,
using plants of about 40 days, two nutrient solutions of Hoagland contaminated
with arsenic at concentrations of 1.2 mg.L* (C1) and 2.4 mg. L (C2), and a
nutrient solution of Hoagland without the contaminant (C0). The technique used
was the differential pulse cathodrometry, using the voltammetric station (797 VA
Computrace de Metrohm) which consisted of a mercury droplet drop electrode
(HMDE), an auxiliary platinum electrode and a reference electrode of Ag / AgClI/
3 M KCI; In addition, the validation of the technique was carried out. It was
obtained as results that the maximum capacity of phytoremediation of arsenic for
both treatments in leaves, was at 12 days with 208.31 + 2.36 mg.Kg* and 279.47
+ 2.5 mg.Kg* respectively; while root absorption for treatment C1 was recorded
at 20 days with 93.13 + 0.88 mg.Kg*and for treatment C2 was recorded at 8 days
with 39.16 + 2.97 mg.Kg?, concluding that there was more concentration in

leaves than in roots.

Keywords: Pollution, Arsenic, Phytoremediation
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HIPOTESIS

Debido a que estudios recientes han demostrado que las plantas
pertenecientes al género Scirpus tienen gran capacidad de absorcion de
sustancias toxicas, como metales pesados, es probable que la planta
Scirpus americanus, que se encuentra en nuestra region, demuestre

capacidad fitorremediadora del Arsénico.
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OBJETIVOS

* Realizar la adaptacion y propagacion de Scirpus americanus (Junco) en
un sistema de cultivo hidroponico.

+ Validar el método de determinacion de Arsénico por la técnica de
voltamperometria.

» Determinar la distribucion de las concentraciones de arsénico en laraiz y
las hojas de las plantas Scirpus americanus (Junco) por método
voltamperométrico.

+ Determinar la capacidad limite de absorcién de Arsénico del Scirpus

americanus (Junco).
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1. Marco tedrico

1.1Contaminacién del agua

La contaminacion de los recursos hidricos tiene importantes

repercusiones para el medio ambiente y la salud humana. 2°.

Los contaminantes ambientales no pueden ser ignorados Si
consideramos el flujo de material porque los quimicos pueden influir
fuertemente en el desarrollo de los ecosistemas hasta la eliminacién

de las especies. 4!

Estos son de gran preocupaciéon desde el punto de vista de la salud
publica y los contaminantes ambientales que pueden ocurrir
naturalmente en el medio ambiente y pueden provenir de fuentes
industriales (por ejemplo mineria, metalurgia, incineracion, pesticidas,

etc.) o agricolas. %2

El agua subterranea sigue siendo un pilar del abastecimiento publico
de agua en todo el mundo, existe una necesidad urgente de una mejor
comprension de los mecanismos de enriquecimiento natural en las

aguas subterraneas. 23

1.2 Metales pesados

Los metales pesados son contaminantes persistentes que se
bioacumulan a lo largo de la cadena alimentaria, causando graves
peligros para la salud humana y ecoldgica. %*

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

La contaminacién por metales pesados se ha convertido en una
preocupacion mundial debido a los crecientes niveles de

contaminacioén y sus impactos obvios sobre la salud humana.??

Las concentraciones de metales pesados en el agua pueden atribuirse
a fuentes geogénicas y antropogénicas. Las fuentes geogénicas mas
significativas de los metales son el desgaste de rocas, depositos de
mineral y actividades volcanicas a partir de las cuales los metales
liberados penetran en las masas de agua. La ingestion excesiva de
todos estos metales pesados incluyendo Cd, Cr, Co, Hg, Ni, Pb 'y Zn

tiene efectos cancerigenos en la salud humana. 2%

1.3 Arsénico

1.3.1 Propiedades fisicas y quimicas

El arsénico es el 33° elemento en la tabla periédica y se
denomina el simbolo quimico 'As'. Se encuentra en el grupo 15
en la tabla periodica. El arsénico elemental es un metaloide que
se presenta principalmente en tres formas alotrépicas: arsénico
metdalico, arsénico amarillo y arsénico negro. El arsénico
metalico es el alétropo mas estable y existe como un cristal
trigonal gris plateado brillante. Es fragil debido a una unién débil
entre sus capas y se empafia facilmente en el aire. El arsénico
amarillo, que se caracteriza por ser blando y ceroso, es el
alétropo de arsénico mas toxico e inestable. El arsénico amarillo
cambia rapidamente en arsénico metalico a través de la

exposicion a la luz o calentamiento suave. 2°

La valencia del arsénico permite diferentes estados formales de
oxidacion que consisten en -3 (arsina), 0 (arsénico), +3
(arsenito) y +5 (arsenato). °
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HO™ o O™ | on
OH
Arsenito Arseniato

FIGURA N°1: Configuracion estructural de Arsenito y Arseniato.
Fuente: 2016, Nazari, Radzinski y Ghahreman, Journal
Hydrometallurgy.

1.3.2 Especiacion de arsénico

En general, el arsénico existe principalmente en las
formas de arsenito (As (I11)) y arseniato (As (V)) en agua y aguas
residuales. Como (V) se encuentran generalmente en
condiciones aerobias, y As (lll) son frecuentes en el medio

ambiente anaerobio.?®

Los compuestos de arsénico pueden existir como especies
organicas o inorganicas Yy, tipicamente, las especies de
arsenico soluble inorganico son mas toéxicas que los

compuestos organicos solubles de arsénico. 2’

En ambientes terrestres el arsénico existe en cuatro estados de
oxidacion (-lll, 0, + lll, y + V). El arseniato (AsV) y el arsenito
(Aslll) predominan en suelos aerobios y ambientes anaerobios
(suelos sumergidos), respectivamente, ademas se pueden
encontrar especies metiladas de arsénico como &cido

monometilarsénico (MMA) y &cido dimetilarsinico (DMA). 28 2°

Las especies dominantes dentro de los limites de la linea de
agua para As-H20-02 a 25 °C y 1 bar de presion total pueden
visualizarse en la FIGURA 2. %

En un entorno oxidante, el arseniato es generalmente la forma

dominante de arsénico. El arsénico pentavalente esta en forma
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REPOSITORIO DE

de HzAsO4 a un valor de pH inferior a 2. H3AsO4 se disocia a
H2AsO4 "y HAsO4 2y AsO4% a un valor de pH superior a 2. El
arsenito aparece como HszAsOs hasta pH 9. HsAsOs se disocia

a H2AsO3 HAsOs? y AsOzs™ a un valor de pH superior a 9. 2°

En los Estados Unidos el As ha sido asociado con un mayor
riesgo de cancer de prostata, enfermedades cardiologicas,

nefritis y pericarditis. 3t

1200 F T T T T T T 10

H,AsO,

800
H,ASO, o

Eh (mV)

pH

FIGURA N°2 Diagrama Eh-pH para el sistema As-O,-H,O a 25°Cy
presion total de 1 bar. Fuente: 2016, Nazari, Radzinski y Ghahreman,
Journal Hydrometallurgy.

1.3.3 Fuentes de arsénico
La abundancia terrestre de arsénico esta alrededor 1,5 -

3 mg kg - 1. Fuente de arsénico en el medio ambiente
incluye natural y antropogénico. 2’
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1.3.4 Fuentes naturales

El arsénico es un elemento de cristal raro que
comprende aproximadamente quinientos milésimas de 1%
(0,00005%) de la corteza terrestre y la concentracion media de
arsénico en rocas igneas y sedimentarias es de 2 mg kg*. En
la mayoria de las rocas oscila entre 0,5y 2,5 mg kg, aunque
se encontraron concentraciones mas altas en sedimentos
arcillosos finos y fosforitos. ElI arsénico se produce
naturalmente en mas de 200 formas minerales diferentes, de
las cuales aproximadamente el 60% son arseniatos, 20%
sulfuros y sulfatos y el 20% restante incluye arseniuros,

arsenitos, oxidos, silicatos y arsénico elemental. 2’

1.3.5 Fuentes antropogénicas

Estos exceden las fuentes naturales en el medio
ambiente por 3:1 El hombre en su utilizacion de los recursos
naturales libera arsénico en el aire, el agua y el suelo. Estas
emisiones pueden afectar en ultima instancia los niveles de
residuos en plantas y animales. El arsénico puede acumularse
en el suelo mediante el uso de plaguicidas arsenicales, la
aplicacion de fertilizantes, el polvo de la quema de combustibles
fésiles, la eliminacion de desechos industriales y animales. Los
principales productores de arsénico fueron China, URSS,
Francia, México, Alemania, Pert, Namibia, Suecia y Estados
Unidos, y estos paises representaron aproximadamente el 90%
de la produccion mundial. Durante los afios setenta, alrededor
del 80% del consumo de arsénico fue para fines agricolas. En
la actualidad, el uso agricola del arsénico esta disminuyendo.
Aproximadamente el 97% del arsénico producido entra en la

fabricacion de productos finales en forma de arsénico blanco y
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el 3% restante como metal para aditivos metalargicos, en plomo

y aleaciones de cobre especiales. %’

1.3.6 Toxicidad del arsénico

Su toxicidad depende principalmente oxido-reduccion
(Aslll o As V) y el nivel de metilacién durante el metabolismo.
Actualmente, las vias metabolicas exactas de As aun no han
sido confirmadas en humanos y animales productores de
alimentos. Se cree que la metilacion oxidativa y la conjugacion
de glutatién son las vias principales del metabolismo del As.
La metilacién oxidativa se basa en la conversion del arsenito en
acido mono-metilarsénico y acido di-metilarsénico en
mamiferos. Se ha confirmado que As es solamente metilado en
presencia de compuestos de glutation o tiol, lo que sugiere que
As es siendo metilado en estados trivalentes. Posteriormente,
los arsenicales trivalentes no conjugados son altamente
reactivos con tiol que convierte los arsenicales trivalentes en
menos toxicos formas pentavalentes. La estabilidad del
conjugado de glutation de As es el mas importante factor de
determinacion de la toxicidad. Puede conducir al dafio del ADN
alertando a la enzima perfil y produccion de especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno que estrés oxidativo. Ademas, como
causa la disfuncion inmune obstaculizando las respuesta
inmune humeral. %2 La ingestion de agua potable contaminada
puede causar serios problemas de salud como el cancer, la
melanosis, la hiperqueratosis, la enfermedad pulmonar
restrictiva, la gangrena, la hipertension y la enfermedad
vascular periférica 33 34 asi como su efecto carcinégeno sobre

los pulmones y la piel. 3
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1.4 Fitorremediacién

1.4.1 Concepto

La fitorremediacion, una estrategia de rehabilitacion
eficiente, econdmica y respetuosa con el medio ambiente y el
medio ambiente, es una técnica de biorremediacion que utiliza
plantas para eliminar, desintoxicar y contener tanto
contaminantes organicos como inorganicos, especialmente del

suelo. 36

1.4.2 Técnicas y/o estrategias de fitorremediacion

e Fitoextraccion

La fitoextraccion se basa en el uso de plantas
hiperacumuladoras, que pueden tolerar y acumular altas
concentraciones de metales. Los hiperacumuladores ideales
requieren las caracteristicas de un crecimiento profundo, de
crecimiento rapido y una alta cantidad de biomasa. ¢

e Rizofiltraciéon

La rizofiltracion es el uso de las raices de las plantas
para eliminar los metales de los efluentes. 37 Los tdxicos son
absorbidos por las raices de las plantas, de tal forma que el
movimiento del toxico es menor y es canalizado hacia las

aguas subterraneas o aguas superficiales. 38

e Fitoestabilizacién

Esta técnica utiliza plantas tolerantes al metal para la

estabilizacibn mecéanica de la tierra contaminada con el fin
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de prevenir la erosién en masa, reducir el transporte aéreo y

la lixiviacion de contaminantes. 37

e Fitovolatilizacion

La fitovolatilizacion se fundamenta en la captacion y
liberaciéon en la atmoésfera de materiales volatiles como

mercurio o arsénico compuestos. 3’

e Fitotransformacion

Es un tipo de mecanismo de defensa de la planta a
los contaminantes ambientales. Las plantas
hiperacumuladoras  modifican,  inactivan, degradan
(fitodegradacion) o inmovilizan (fitostabilizacién) los

contaminantes a través de su metabolismo. 3°

Los macrofitos proporcionan importantes servicios
ecosistémicos y son reconocidos como fitorremedidores que
participan en diferentes mecanismos de acumulacion de
metales como la fitoextraccion, la rizofiltracion, la

fitostabilizacion, la fitovolatacién y la fitodegradacion. 8
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FIGURA N°3: Posibles destinos de contaminantes durante la
fitorremediacion: el contaminante (representado por circulos rojos)
puede estabilizarse o degradarse en la rizosfera, secuestrarse o
degradarse dentro del tejido vegetal o volatilizarse. Fuente: 2005,
Elizabeth Pilon, Rev. Plant Biol.

1.5 Cultivos hidroponicos en fitorremediacion

La Hidroponia es un método de cultivo que tiene como objetivo la
propagacion de plantas utilizando soluciones minerales en vez de
suelo agricola. Las raices reciben una solucién nutritiva equilibrada
disuelta en agua con todos los elementos quimicos esenciales para el
desarrollo de la planta. Investigaciones anteriores demostraron que las
plantas absorben los minerales esenciales por medio de iones
inorganicos que se encontraban en el agua, ademas la mayoria de
plantas terrestres puede crecer con hidroponia. Hoy en dia esta
actividad estd tomando mucho auge en los paises donde las
condiciones para la agricultura resultan adversas, este método es una
forma sencilla, limpia y de bajo costo, para producir plantas de rapido
crecimiento. “° Para el caso de la utilizaciéon de cultivos hidropdénicos
en fiterremediacion, ademas de las ventajas mencionadas, al utilizar

soluciones acuosas para el crecimiento de las plantas, esto nos
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permite un mejor manejo de variables como los contaminantes de
estudio, el ph de los medios, uniformidad en las concentraciones

utilizadas, entre otras.

1.6 Scirpus americanus

1.6.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Poales

Familia: Cyperaceae

Género: Scirpus

Especie: Scirpus americanus

Sinonimia: Schoenoplectus americanus (Pers.) Volkart. ex
Schinz.&R.Keller

1.6.2 Descripcion

Especies pertenecientes al género Scirpus son hierbas
anuales o perennes que crecen en mechones o grandes
colonias. Pueden ser muy triangulares o ligeramente
redondeados y suavemente angulados, hasta 3 m de altura o

incluso mas alto en algunas especies. 4! 42

1.6.3 Ecologiay habitat

Las macrofitas Scirpus americanus (Junco) se
desarrollan en a climas tropicales, principalmente las zonas
himedas como estanques, marismas, lagos, rios.
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Particularmente son plantas que se desarrollan en climas
templados, ademés presentan una temperatura media éptima

para su desarrollo entre 16 y 27°C. 43

Figura N°4: Scirpus americanus (Junco)

1.7 Fundamentos de Voltamperometria

La Voltamperometria es una técnica electroquimica que mide la
intensidad de corriente que atraviesa un electrodo por aplicacion de una
diferencia de potencial, se basa en la interpretacion de las curvas de
intensidad de corriente y potenciales, resultantes de la electrorreduccion
o electrooxidacion de las especies en solucién. Las diferentes técnicas
voltamétricas se distinguen, esencialmente, por la diferente forma de

variacion del potencial aplicado. #*

Para el caso de la investigacion, se utilizo la estacion voltamperométrica
797 VA Computrace de Metrohm, cuyos componentes son; potenciostato,
celda voltamperométrica, electrodo de de mercurio (HMDE), electrodo de
referencia: Ag/AgCl saturado con KCIl 3 mol.L*! y electrodo auxiliar de

platino.
La especie reactiva es el As*3 porque tiene la capacidad de formar

complejos intermetalicos con el cobre y selenio y asi adsorberse en el
electrodo de mercurio, es por eso que se tuvo que realizar un proceso de
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reduccion de As[V] a Ag]lll], por lo que se valid6 un método para la

determinacion de esta ultima especie.

La reduccion de As*® es efectuada por la aplicacion de un potencial
negativo durante un determinado periodo de tiempo. Después de este
periodo de deposicion, se efectia el paso de remocion (stripping) con un
barrido (sweeping) catédico de potencial de -0,60 hasta -0,96 V. Estas
reacciones de electrodo ocurren en presencia del cation Cu y Se y en
medio &cido fuerte de HCI, teniendo estos cationes y el anién CI- Is cuales
cumplen papeles importantes en el aumento de la intensidad y en la
mejora de la sefial analitica en forma de pico, dando por resultado un

aumento en la sensibilidad del método. 4
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1 EQUIPOS

Balanza analitica MODELO ENTRIS 224] 1S MARCA
SARTORIUS (Legibilidad 0.0001 g, Capacidad de
pesada 220 g)

Digestor microondas MARS6 230/60 Marca CEM
Equipo Simplicity UV Marca Merck (agua 18.2 MQ)
Estufa de esterilizacion Marca Memmert (rango de
trabajo 70-85°C)

Estacion voltamperometrica 979 VA Computrace
Metrohnm®

pHmetro digital (827 pH, Metrohm)

Sonicador (Branson 2510)

Refrigeradora

1.2 MATERIAL VEGETAL

Hojas y raices en peso seco de Scirpus americanus
(Junco) tomada de los Humedales del Santuario de
Mejia ubicado en el distrito de Mejia, provincia de Islay

del departamento de Arequipa.

1.3 MATERIAL

Bagueta
Fiolas (10 mL, 25 mL y 500 mL)
Pipetas graduadas (5 mL y 10 mL)
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e Pipetas volumétricas (2 mL y 10 mL)

e Pipetas autométicas de 20 pL, 200 pL y 1000 L
(Eppendorf)

e Probeta graduada (100 mL)

e Termohigrometro

e Vasos de licuadora

1.4 REACTIVOS

e Acido clorhidrico 60% (HCI) Marca Merck

e Acido nitrico 65% (HNOs) Marca Merck

e Agua destilada

e Agua ultrapura (18.2 MQ)

e Cloruro de potasio 3M

e Nitrégeno UHP (99,9999%)

e Solucién estandar de Arsénico suprapuro. Marca Merck

e Solucion estandar de cobre suprapuro. Marca Merck

e Solucion estandar de selenio suprapuro. Marca Merck

e Solucién para cultivo hidroponico (Solucién de
Hoagland)

1.5 OTROS MATERIALES

e Espatulas de plastico

e Gradillas de metal

e Guantes de nitrilo

e Papel kraft

¢ Piedras difusoras de oxigeno

e Planchas de poliestireno (tecnopor)

e Tubo de Polietileno (900 mx20 mm)

¢ Recipientes de plastico (30 cm x 82 cm x 17 cm)

¢ Recipientes de plastico pequefios
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e Tips de 5-20 uL y de 100 - 1000 uL

e Vasos de digestion de teflon

2. METODOS

e RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL

La especie vegetal fue colectada en el distrito de Mejia,
provincia de Islay del departamento de Arequipa, especificamente
del Santuario de Mejia, cuyas coordenadas fueron -17.129707 de
latitud y -71.879122 de longitud.

e IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

Luego se llevd la planta a los especialistas del HERBARIUM
AREQUIPENSE (HUSA) de la Universidad Nacional de San
Agustin de Arequipa para la identificacion de la taxonomia de la

planta..

e ADAPTACION Y PROPAGACION DE Scirpus americanus

(Junco)

Seguidamente, se procedi6 a lavarlas con abundante agua para
eliminar los insectos o bacterias que podrian encontrarse en las
raices y hojas, se seleccioné las plantas sanas, aparentemente
libre de enfermedades y robustas.

Se continué colocandolas en un sistema de cultivo hidroponico
para su adaptacion y propagacion durante 30 dias. Siendo esta
solucién la Solucién Nutritiva Hoagland cuya composicion quimica
contiene los elementos necesarios para un optimo crecimiento de

la planta.
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Tabla N°1: Composicion de la solucién hidropénica La Molina®;

Solucion Concentrada A: Pesos
(para 5.0 litros de agua, volumen final)

Nitrato de potasio 550.0 g
Nitrato de amonio 350.0 g
Superfosfato triple 180.0 g
Solucion Concentrada B: Pesos
(para 2.0 litros de agua, volumen final)

Sulfato de magnesio 220.0g
Quelato de hierro 6% Fe 17.0g
Solucién de Micronutrientes 400 ml

Fuente: Pagina web de la UNALM

e VALIDACION DEL ANALISIS VOLTAMPEROMETRICA
o VALIDACION ELECTRONICA

v" Test de la Linealidad

Se acoplé la celda electroquimica a la estacion
voltamperométrica 797 VA con los siguientes pasos: se unio
cable del electrodo auxiliar AE con el conector AE, luego se
conecto el cable del electrodo de referencia RE con el
conector RE y el cable del electrodo de trabajo WE con el
conector WE-L y finalmente se abrio y cargé el método (Test
797 _L del directorio de métodos y se inicié el método). Esta

validacion se registro con la formacion de una linea diagonal.

v' Test de desempefio de pico

Se acoplé la celda electroquimica a la estacion
voltamperométrica 797 VA con los siguientes pasos: se unio
el cable del electrodo auxiliar AE con el conector AE, luego
se conecto el cable del electrodo de referencia RE con el
conector RE y el cable del electrodo de trabajo WE con el
conector WE-D y finalmente se abrid y cargé el método (Test
979 D del directorio de métodos e iniciar el método). Esta
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validacion se registro con la formacion de una curva de

Gauss.

o VALIDACION QUIMICA

En la celda electroquimica se cargdé 20 mL de agua
ultrapura, 0.5 mL de KCl a 3 mol.L* y 100 yL de solucién
estandar de i6n plomo (1.000 g.L1). Seguidamente se descargé
el método con el nombre Test Pb in ion estandar solution.mth
de la lista métodos y comenzd el modo DME. La solucién
contenida en la celda fue desgasificada, el voltamperograma se
registro tres veces y seguidamente se visualizo la ventana de

adicion estandar.

o VALIDACION ANALITICA

Se realiz6 esta validacion segun la AOAC el cual presenta
parametros idoneos para el proceso de validacion analitica. Los
parametros de validacion que se evaluaron fueron: linealidad,

exactitud, precision, limite de deteccidn y cuantificacion.

v Linealidad

Se afiadié a la celda electroquimica 10 mL de una
solucién de HCI 1 mol.Lt, 25 pL de solucion estandar de
arsénico 0.5 mg.L%, 15 yL solucién estandar selenio 1 mg.L-
1y 50 yL solucion estandar de cobre 1000 mg.L. Para este
procedimiento se realizaron 4 adiciones estandar de 25 uL
de una solucion estandar de arsénico preparada a 0.5 mg.L"
1y fue ejecutado por triplicado. La concentracion final se
determind mediante la siguiente ecuacion:

CF=l-a

b
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CF: Concentracion final
I: Intensidad registrada
a: valor del intercepto de la ecuacién de la linealidad

b: valor de la pendiente de la ecuacion de la linealidad

Para este parametro la AOAC estipula que el coeficiente de
determinacioén r? debe ser cercano a la unidad, ya que esto

denota un alto grado de correlacion entre la variable “x
concentracion (mg. L) y la variable “y” de intensidad (nA).

v" Precision

Para el parametro de precision se tienen distintos tipos
de estudios como la repetitividad que se evalta a partir del
mismo analista e instrumentacion; también esta la precision
intermedia que evallda a partir de los resultados de un
laboratorio pero en diferentes dias y distintos analistas; y
reproducibilidad, que evalla la coincidencia de los
resultados de diferentes laboratorios. En el trabajo realizado
se tomé en consideracion la repetitividad.

Para su analisis se midio 2 adiciones estandar de 25 pL de
una solucién estandar de arsénico preparada a 0.5 mg.L™.
Previamente se midio en la celda electroquimica 10 mL de
una solucién de HCI 1 mol.L, 25 L de solucion estandar de
arsénico 0.5 mg.L, 15 pL solucién estandar selenio 1 mg.L-
1y 50 uL solucién estandar de cobre 1000 mg.Lt. Luego se
registraron las intensidades dadas por el equipo, se obtuvo
sus promedios, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion.

o Desviacion estandar: Se obtiene mediante la siguiente

formula:
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Férmula:

Donde:

D.S.: Desviacion estandar

n: Numero de medidas

Xi: Valor medido en el ensayo i

X: Estimador de la media poblacional y, calculado

como.

Férmula: U
E X.
/

- i=t
X =
n
o Coeficiente de Variacion (%): Se determiné con el
promedio (X) y la desviacion estandar (D.S). Se obtiene

mediante la siguiente formula:

Formula:
CVv

1l
— |O
w

D.S.: Desviacion estandar
I: Intensidad

Segun la AOAC, el coeficiente de variacion para
concentraciones menores a 1 mg.L! no debe sobrepasar
el 8 %, por tanto el método debe cumplir este parametro.
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v Limite de deteccion y cuantificacion

= Limite de deteccion: se refiere a la minima
concentracion o cantidad del analito que puede
ser detectado, sin embargo no necesariamente
cuantificable en la muestra, puede expresarse en
unidades de concentracion como ppm, ppb, %. 4°
Se utiliza por lo general la siguiente formula:

Formula: 1D = ybl+3sbl
 bVn

Ybl: Estimador de la respuesta del blanco para
calcular el LC y LD.

Sbl: Estimador correspondiente a la desviacion
estandar del blanco.

b: pendiente de la recta.

n: nimero de muestras.

= Limite de -cuantificacion: se define como la
cantidad de analito que proporciona una sefial, es
decir el limite de concentracion mas bajo para

mediciones cuantitativamente precisas.

Formula - Y, + 10 Sy,

C=———
b x+/n

Donde:

Ybl: Estimador de la respuesta del blanco para
calcular el LC y LD.

Shl: Estimador correspondiente a la desviacion
estandar del blanco.

b: pendiente de la recta.
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n: niUmero de muestras.
v' Exactitud

Se entiende como la capacidad de un método analitico
de establecer cuantitativamente un analito en una

muestra.

Se realiz6 un proceso de digestion en microondas
pesando 20 + 0.1 mg de muestra de raiz, 5 yL de
estandar de arsénico a concentracion de 1000 mg.L?, 2
mL de HNOs al 6%. Luego se enraso en una fiola de 10
mL y se realizé la lectura en el equipo voltamerométrico.
Este parametro de exactitud se expreso en porcentaje de
recuperacion y se determiné mediante la formula:

Formula:

Std—M,
%R= ————"100
Std+M

R: Recuperacion (%)

Std: Valor del estandar (mg.L™)

M: Valor de la muestra sola (mg.Lt)
Std+M: Valor del estandar con muestra

La AOAC estipula que el porcentaje de recuperacion
debe estar entre 80 y 115% para concentraciones

menores a 1 mg.L?.

e BIOENSAYO DE TOXICIDAD

Este bioensayo de toxicidad tiene por finalidad determinar el nivel
de tolerancia de Scirpus americanus (junco) a diferentes
concentraciones de Arsénico utilizando el reactivo arseniato acido
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disédico heptahidratado (NazHAsO4.7H20). El bioensayo de toxicidad
se llevé a cabo por triplicado, se prepararon 4 soluciones de 3 L en
recipientes de plastico, los cuales tenian concentraciones de 0, 1.2,
2.4 y 4.8 mg.L! de Arsénico disueltas en solucién nutritiva de
Hoagland (15 mL de solucién “A” y 6 mL solucion “B”). En cada
solucion se coloco 1 planta de Scirpus americanus (Junco) sostenida
en una plancha de poliestireno por un lapso de 16 dias. Los pesos
calculados de arseniato  &4cido  disédico  heptahidratado
(Naz2HAsO4.7H20) para las diferentes concentraciones fueron las

siguientes:

5 mg.L%: 312,01 g Na2HAsO4.7H,0x0,005 g As =0,0831 g

74,929 As x1L x4 L

10 mg.L*:312,01 g NasHAsO4.7H.0%0,01 g As = 0,1666 g

7492 gAsx1Lx4L

20 mg.L1:312,01 g NasHAsO4.7H0x0,05 g As =0,3332¢g

7492 gAsx1Lx4L
Siendo las concentraciones finales de 1.2, 2.4y 4.8 mg.L* de arsénico.

A) SISTEMA HIDROPONICO PARA FITORREMEDIACION DE
ARSENICO

El ensayo de fitorremediacién se baso en los resultados del
bioensayo de toxicidad realizado previamente. Se prepararon
medios de cultivo contaminados con el metaloide en volumenes de
6 L en cubetas de poliestireno de capacidad de hasta 10 L. Cada
solucién contenia solucion nutritiva de Hoagland (solucién “A” y
“B”), agua potable y Arsénico. Para mantener las soluciones en
constante movimiento, en el fondo del recipiente se colocaron
piedras difusoras conectadas a bombas peristélticas que
burbujearon aire y generaron constante circulacion de aire. Y se
colocaron planchas de poliestireno que sostuvieron 10 plantas de
Scirpus americanus (junco) en cada balde.
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Figura N°5: Planchas de poliestireno que sostienen 10
plantas de Scirpus americanus (junco) en cada recipiente
conectada por una manguera a una bomba peristaltica.

B) TRATAMIENTO Y DIGESTION DE MUESTRAS

e Secado de muestras

Las plantas se recolectaron con sumo cuidado de los
sistema hidroponicos, se dividieron en parte radicular y aérea,
se llevadas a la estufa y secadas a una temperatura no mayor
de 80°C por un lapso de 12 horas.

e Digestion de muestra

La digestion se realizO en envase cerrado asistida por
microondas. Cuando las muestras estuvieron secas, se
procedio a triturarlas hasta polvo fino con la ayuda de una
licuadora, luego se pes6 20 + 1 mg de la parte radicular y aérea,
se coloco6 en cada una en el tubo de digestion. Se adicioné a
cada tubo, 2 mL de acido nitrico (HNOg) al 6%, se cerraron y
fueron colocados en el carrusel con su respectivo chaleco de
proteccion para ser digestados en el Digestor microondas
MARS 6.
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C) DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE ARSENICO

El arsénico se determiné por la técnica voltamperométrica, se
utilizé el electrodo de trabajo (HMDE), el electrodo auxiliar de
platino y el electrodo de referencia de Ag/AgCI/KCI 3 M. Los
procedimientos realizados como las configuraciones en el software

del equipo se pueden encontrar en el manual de Metrohm.

e Preparacion de la solucion electrolitica

Para la preparacion de la solucién de HCI 1 M se midi6 20,35
mL de HCI suprapuro en una probeta, luego seré trasvasado a una
fiola de 250 mL llevado hasta la mitad con agua ultrapura y

finalmente enrazado.
e Preparacion de solucion de cisteina 0.1 M

Para la preparacion se pes6 0.439 g de cisteina para luego

enrazarlo en una fiola de 25 mL.
e Preparacion del estandar arsénico a 0.5 mg.L?

A partir de una solucién estandar de arsénico de 1000 mg L*
se tomd6 5 UL que fue colocada en un tubo de vidrio con tapa, se
adicion6 2 mL de la solucién de cisteina 0.1 M Y 25 pL de HCI
concentrado. Se coloco en el digestor MARS 6 por un tiempo de 15
min a una temperatura de 90°C. Una vez terminado el proceso, se
dej6 enfriar por unos minutos y fue enrazado con agua ultrapura en

una fiola de 10 mL.
e Analisis en la celda electroquimica

En la celda se cargé 10 mL de HCI 1M, 100 yL de muestra
digerida y 50 uL de solucién estandar de cobre a 1000 mg.Lty 15
uL de solucién estandar de selenio a 1mg.Lt. Para comprobar la

presencia de arsénico en la muestra tratada, mientras se realizaba
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el andlisis, se adicionaron 25 pL de solucion de arsénico a
concentracion de 0,5 mg.L* como adiciones estandar.

D) DISENO EXPERIMENTAL

e Etapa de adaptacion y propagacion de Scirpus americanus

(Junco)

Para la etapa de adaptacion, se recolecto la planta de los
Humedales del Santuario de Mejia del Distrito de Mejia, Provincia
de Islay del departamento de Arequipa. Se tomaron plantas sanas
con sumo cuidado de no dafiar las especies aledafas, fueron
lavadas y colocadas en contenedores con agua; las muestras que
se tomaron fueron de un tamafo aproximado de 30cm de altura.
Posteriormente, fueron llevadas al lugar de experimentacién donde
se tomo en cuenta el tiempo en dias que demord la planta en

adaptarse su nueva condicion medioambiental.

Para la etapa de propagacion se preparé la solucion nutritiva de
Hoagland en la siguiente proporcion 15 mL de solucion “A” y 6 mL
solucién “B”. Las plantas se colocaron en esta solucion, y se tomo
en consideracion el namero y el tiempo que demor6 el desarrollo

de nuevas plantulas.

e Etapa de bioacumulacién de Arsénico

Para la etapa de bioacumulacion de arsénico, el experimento
constd de 3 tratamientos, los cuales fueron determinados en
funcion del bioensayo de toxicidad y la tolerancia de Scirpus
americanus (Junco) a las diferentes concentraciones de Arsénico.

Los tratamientos en estudio se describen en la TABLA N°2:
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TABLA N°2: Tratamientos en estudio para la etapa de
bioacumulacion de Arsénico

Tratamiento Descripcion
Co Solucién nutritiva de Hoagland.
C1l Solucion nutritiva de Hoagland + “X”
mg.L-1 de Arsénico.
C2 Solucion nutritiva de  Hoagland + “x”
mg.L-1 de Arsénico.

El experimento consté de 3 tratamientos y 3 repeticiones, teniendo
asi un total de 9 unidades experimentales, cada unidad
experimental estuvo constituida por 10 plantas, sin embargo, sélo
los tratamientos T1y T2 fueron comparados mediante la prueba de
t de Student para comparar varianzas y la prueba de F de Fisher
para determinar si hubo diferencia significativa entre tratamientos,

ambas pruebas fueron verificadas a un nivel de a=0.05.
« PROCESAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el programa
Microsoft Excel 2013, cada valor fue analizado mediante la Prueba t de
Student para comparar las varianzas, luego se realizo la Prueba de F de
Fisher para determinar la existencia de diferencia significativa entre

puntos.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Identificacion de la especie vegetal Scirpus americanus (Junco)

Para la identificacion de la especie, se llevd las plantas al director de
Herbario de nombre HERBARIUM AREQUIPENSE (HUSA) de la Universidad
Nacional de San Agustin de Arequipa, quien con la constancia N° 13-2017-
HUSA (ANEXO N°1) determiné que las plantas analizadas corresponden al

Scirpus americanus (Junco).

Las condiciones ambientales son de gran importancia para un adecuado
crecimiento de las plantas, como la temperatura y la humedad, por tanto son
factores que se tomaron en cuenta para el desarrollo en laboratorio de la

especie vegetal.

Segun los registros del SENAMIH, la temperatura de la zona de recoleccién
del Scirpus americanus (Junco) mostraron como temperatura promedio
mensual minima 19.2 °C y maxima de 33.4 °C. No obstante, las condiciones
de temperatura de la ciudad de Arequipa, lugar de experimentacion final
estuvo en un intervalo minimo de 13.4 °C y méaxima de 21.2 °C. Estos
cambios ambientales no fueron condiciones favorecedoras para el desarrollo

de la planta Sicrpus americanus (Junco)

Algunas macrofitas presentan gran capacidad de adaptarse a climas
tropicales, principalmente las zonas hiumedas como estanques, marismas,
lagos, rios. Particularmente, las macrofitas pertenecientes al género Scirpus
son plantas que se desarrollan en climas templados, ademas presentan una

temperatura media 6ptima para su desarrollo entre 16 a 27°C. 43

La macrofita Scirpus americanus (Junco) tuvo un tiempo de adaptacion fue
de aproximadamente 30 dias, desde el traslado de las plantas a su lugar de
experimentacion final, algunos scirpus mostraron cambios visibles en las

partes aéreas, como las hojas; los primeros 4 dias se pudo notar ciertas
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manchas necréticas en las hojas de las plantas, principalmente en los puntas,
sin embargo entre los dias 10 y 12 se not6 una mejoria en este aspecto, ya
gque mantuvieron un aspecto saludable y su ciclo vital continuo con

normalidad. En el caso de las raices no se not6é ningun cambio significativo.

El cultivo hidropdnico es el método de produccién més intensivo y eficaz del
cultivo sin suelo y se desarrolla rdpidamente para aumentar la produccion
agricola actualmente. ¢ Rius-Ruiz et al., 2014, menciona que el sistema
hidroponico presenta la modularidad de poder ser colocados al aire libre o en
interiores bajo cualquier configuracion y al no utilizar suelo, las plantas sufren

menos enfermedades y por tanto menos plaguicidas. 4’

Considerando las ventajas del sistema hidropénico mencionadas, se planted
la utilizacién de este sistema para la investigacién de fitorremediacién del
Scirpus americanus (Junco). Ademas se utilizé la Solucidon nutritiva de
Hoagland, que contiene nutrientes esenciales (micronutrientes vy
macronutrientes), que son necesarios para el Optimo crecimiento y
propagacion de las especies vegetales 4’ , y que segun Malvi, 2011., éstas
necesitan un suministro completo de nutrientes para funcionar correctamente

en los sistemas de fitorremediacion. 48

Los Scirpus son especies herbaceas, es la parte aérea, tallos, permanecen
verde en varios ciclos vegetativos y la parte subterr@nea presenta rizomas
que crecen de forma horizontal, esto sirve de propagacion vegetativa de la

especie; y la temporada de mayor propagacion es en la Primavera. 43

A pesar del cambio en el entorno natural del Scirpus americanus, la
propagacion de la planta se llevd con éxito, obteniendo nuevos brotes
después de la etapa de adaptacion, hubo un crecimiento en promedio de 4
plantulas nuevas por cada tallo de unos 40 dias de vida. De esta forma se
pudo llevar a cada la obtencién de mas plantas para el desarrollo de la

investigacion.
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FIGURA N°6: Lugar de recoleccién de la muestra: Humedales
del Santuario de Mejia ubicado en el distrito de Mejia,
provincia de Islay del departamento de Arequipa.

2. Validaciones

Para la determinacion por voltamperometria catédica del Arsénico se
realiz6 la validaciéon de la técnica, ésta se realizd6 segun la AOAC. #° La
validacion se realiza cuando se pone en marcha una técnica analitica, su
objetivo es garantizar que los métodos cumplen determinados criterios, en

términos de precision, exactitud, entre otros. 4°

Las validaciones fueron realizadas en la estacion voltamperométrica 979 VA
Computrace teniendo en cuenta el manual de aplicacién de Metrohm.

2.1 Validacion electrénica

Esta validacion se realizO segun el manual de Metrohm, donde
considera dos aspectos: el Test de la linealidad y el Test del pico, donde
el resultado esta en base a la intensidad de corriente (A) y al voltaje (V).
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FIGURA N°7: a) Gréfico lineal expresado en base a la intensidad de
corriente (A) y a la rampa de voltaje (V), b) Voltamperograma expresado
en base a la intensidad de corriente (A) y a la rampa de voltaje (V).

En la FIGURA N°7 se puede observar un grafico lineal y un
voltamperograma. Para el grafico de linealidad se obtuvo una intensidad
de corriente comprendida desde -2 pA a 2 pA frente a una rampa de
voltaje que encontré entre -200 mV y 200 mV. Teniendo en cuenta estos
resultados, se comparé con los parametros establecidos por Metrohm, la
cual recomienda que la tolerancia de intensidad de corriente minima debe
estar en un rango de -1.6 yA a -2.4 pA y la maxima de 1.6 pA a 2.4 pA;
por lo tanto, los resultados confirman una grafica lineal para la validacion
electrénica, es decir la rampa de voltaje es 6ptima para la determinacion

de arsénico por el equipo.

El voltamperograma present6 un voltaje maximo de -500 mV y una
intensidad de corriente maxima de -1.46 pA. Se contrasté nuestros
resultados con los pardmetros establecidos por Metrohm que establecen
la tolerancia para el voltaje es de -450 mV a -550 mV y para la intensidad
de corriente de -2 pA a 4 pyA. Por lo tanto, los valores hallados en la
validacion se encuentran dentro de los recomendados por Metrohm, se
puede firmar que el equipo se encuentra en buen estado para su

utilizacion.
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2.2 Validacion Quimica

Para la realizacion de la validacion quimica se baso en el manual de
Metrohm, se coloc6 en la celda electroquimica 20 mL de agua
ultrapura,se adicioné 100 yL de solucion estandar del ibn Pba 1 g.Lty
0,5 mL de cloruro de potasio (KCl) a 3 M.

Determination of Lead in lon Standard Pb
o = 1.071 g/L

Solution iy 0.004 g/L {(D.36%)
d Pb =0ony
_600n |
] ~500n_]
- —0en_|
= —400n_|
X i = -200n_|

FIGURA N°8: a) Voltamperograma expresado en base a la intensidad de
corriente (A) y a la rampa de voltaje (V); b) Gréfico lineal expresado en
funcion de la intensidad de corriente (A) y la rampa de voltaje (V).

La FIGURA N°8 muestra el voltamperograma en base a la intensidad de
corriente (A) y a la rampa de voltaje (V), éste contiene picos simétricos
gue fueron incrementandose hasta obtener una intensidad de corriente
(A) maxima de -634 nA que se forma en una rampa de voltaje
comprendida entre -200 mV y -467 mV; también se distingue una gréfica
lineal en base a la concentracion de analito (g.L!) y a la intensidad de
corriente (A), la cual alcanza una intensidad de corriente -634 nA frente a

un rango de concentraciones de 0.005 g.Lta 0.01 g.L ™.

La concentraciéon encontrada por el equipo fue 1.071 g.L* de plomo, y
como se sabe ésta debe estar en un rango de 0.95 a 1.05 g.L* segun los
pardmetros recomendados por Metrohm. Esta concentracion fue
minimamente mas alta del rango, sin embargo la obtencion de este

resultado dependio de diversos factores como el cuidado, preparacion
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optima de la solucién y las adiciones estandar que se realizaron. Es por
eso que se decidi6 continuar con los ensayos y se concluyé que la

validacion quimica cumple con los parametros establecidos por Metrohm.

2.3 Validacién analitica del método

a) Linealidad

La linealidad es la capacidad del método analitico para obtener
resultados directamente proporcionales a la concentracion o cantidad del
analito en un rango definido.® Se puede determinar mediante el
tratamiento matematico de los resultados obtenidos en el analisis del

analito a diferentes cantidades o concentraciones.

Los resultados obtenidos por el equipo voltamperomeétrico muestran un
voltamperograma con 5 picos simétricos, este parametro se evalud por
triplicado y se obtuvo un promedio final. El rango de intensidad de
corriente promedio esta entre 7.59 + 0.33 y 38.42 +2.57 nA, frente a una
rampa de voltaje promedio minima de 559 mV y una maxima de 700 mV.
(FIGURA N°9)

] o
< b
(=] (=]

g

s
=]
: F|||||:I|||||:I||||

——T
-0.75

i
=]

i
=]

A
=

i
o
L
=

P
2|
|
=

P
o
A
2

o
o

FIGURA N°9: Voltamperograma con un incremento
de picos simétricos que estan en funcién de la
intensidad de corriente (A) y la rampa de voltaje (V).
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TABLA N°3: Registro de intensidades y su coeficiente de variacion para la
determinar la linealidad del método

Concentracion 11 12 13 Promedio
(mglL) (nA) (nA) (nA) Intensidad DS %CV
(nA)
0.39 7.72 7.22 7.84 7.59 0.33 4%
0.94 16.53 14.61 16.68 15.94 1.15 7%
1.44 24.24 21.96 24.45 23.55 1.38 6%
1.95 31.53 28.92 33.3 31.25 2.20 7%
2.42 39.17 35.55 40.53 38.42 2.57 7%

DS: Desviacion estdndar, C.V.: Coeficiente de variacion.

Con los datos de las intensidades obtenidas del equipo, se obtuvo el
promedio de las intensidades y se procedid a graficar una curva de
calibracién que estuvo en base a la concentracién de Arsénico (mg.L?) y
la intensidad de corriente (nA). Esto se muestra en la FIGURA N° 10.

Concentracion (mg/L)

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
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Intensidad de corriente (nA)

-40
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FIGURA N°10: Representacion gréfica de la linealidad del método para
la determinacion de Arsénico
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Se realiz6 el analisis estadistico de regresion lineal del cual se obtuvo la
ecuacion y=-16.201x + 1.4447, donde el valor de 1.4447 corresponde al
intercepto (a) y -16.201 corresponde a la pendiente (b). Se obtuvo
ademas, el coeficiente de determinacion (r?) de 0.9997 el cual es muy
cercano a la unidad, de esta forma se muestra el alto grado de correlacion

entre la variable “x” concentracion (mg. L) y la variable “y” de intensidad
(nA).

b) Precision

Los resultados determinados por el equipo voltamperométrico se
muestran en la tabla.N°4, se presentan las intensidades registradas,

promedios, desviacion estandar y coeficiente de variacion (%).

Como se puede observar, gue las intensidades van de valor minimo de
9.8 y méximo de 41.42, donde el rango de coeficiente de variacion (%)
estuvo desde 0.61 a 3.70%. Segun la AOAC, el coeficiente de variacion
para concentraciones menores a 1 mg.L™ no debe sobrepasar el 8 %, por

tanto el método cumple con este parametro para la validacion.

TABLA N°4: Registro de intensidades y su coeficiente de
variacion para la repetibilidad del método.

Concentracion| 11 12 13 !

(mg.L?) ()" i <) S8 (I LSRN D S. | C.V.
0.44 99 | 997 | 98 | 989 | 0,06 |g61
1.00 18.15 | 19.63 | 18.49 | 1876 | 058 | 31
1.57 26.42 | 28.29 | 26.79 | 2717 | 0.75 | 2.76
2.02 3219 | 35.95 | 841 | 3408 | 1.26 | 3.70
2.51 39.02 41.42 | 4131 | 4058 | 1.04 2.57

DS: Desviacion estdndar, C.V.: Coeficiente de variacion.

c) Exactitud

La AOAC define este pardmetro como el grado de concordancia del
resultado de una prueba y un valor de referencia. 4> El % de recuperacion es
una forma para determinar este parametro de exactitud.
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Tabla N°5: Valores obtenidos para el %R

Promedio (ug.L™1)
Estandar 501.22
Muestra 51.99

Muestra + Estandar 535.55

%R 83.88%

Los resultados obtenidos de los voltamperogramas se realizaron por
triplicado las mediciones del estandar, de las muestras mas estandar y de
las muestras, donde los resultados se pueden observar en la TABLA N°5.
Se realizo la conversion a porcentaje de recuperacion obteniendo un valor
promedio de 83.88 %; el cual fue comparado con los valores que
establece a AOAC, que estipula que el porcentaje de recuperacién debe
estar entre 80y 115%, por lo que el valor determinado se encuentra dentro

del rango mencionado.
d) Limite de deteccion y cuantificacion

Con las siguientes ecuaciones se pueden calcular ambos limites:

bl + 10sbl
ybl+3sbl Lc="2

En la tabla se pueden observar los valores requeridos para los
calculos de limite deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC) cuyos
valores fueron de 0.214 y 0.247 ug.L? respectivamente, estos datos
muestran que el método es capaz de detectar minimas cantidades de
arsénico (V) en una muestra, si la cantidad es mayor a 0.214 ug.L'y que
este método es confiable porque cuantifica cantidades mas alta a 0.247

ug.L L.
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Tabla N°6: Valores a tomar en consideracion para
determinar el limite de cuantificacion y limite de deteccion

b Yo Shi LD (ug.LY) | LC (ug.L?h

16.201 1.4447 | 1.2815| 0.214 0.247

b: Pendiente, Yui: Desviacion estdndar de la pendiente, Swi: Desviacion
estandar del blanco, LC: Limite de cuantificacién, LD: Limite de
deteccion.

3. Bioensayo de toxicidad

El arsénico (As), un metaloide natural, no es esencial para el crecimiento
de las plantas, pero puede acumularse en las plantas a niveles téxicos, por
tanto puede entrar en la cadena alimentaria y representar un riesgo para la

salud de los seres humanos. %1

Los bioensayos son instrumentos alternativos que complementan los
tradicionales andlisis quimicos para la determinacion de toxicidad de
muestras ambientales, ya que los organismos vivos presentan alguna
respuesta a niveles peligrosos de cualquier sustancia quimica o mezcla

compleja de toxicos presentes. 52

Los bioensayos rapidos con el uso de plantas como organismos de prueba,
funcionan como buenas herramientas de investigacion inicial. >3 Por lo tanto,
para este experimento se utilizaron 4 tratamientos a concentraciones de 0,
1.2, 2.4,y 4.8 mg L-! de Arsénico, se tomaron 3 plantas de 28 cm de altura
de unos 40 dias de crecimiento desde su propagacion, para esta etapa de la
investigacion. Para este bioensayo, se disefidé una escala evolutiva de
toxicidad que describe el grado de toxicidad de las plantas. Ver TABLA N°7.
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TABLA N°7: Evolucion de la biotoxicidad a distintas concentraciones de
Arsénico en Scirpus americanus (Junco) durante 16 dias de experimentacion

Tiempo TO® T1 ® T2 © T3 @
(Dias)
Raiz Hoja | Raiz Hoja | Raiz Hoja | Raiz Hoja

0 S1 S1 S1 S1 S1 S1 S1 S1
1 S1 S1 S1 S1 S1 S2 S3 S3
4 S1 S1 S2 S2 S2 S2 S4 S3
7 S1 S1 S2 S2 S2 S2 S4 S5
10 S1 S1 S2 S3 S3 S3 S7 S7
13 S1 S1 S3 S3 sS4 S4 - -
16 S1 S1 S3 S3 S4 sS4 - -

(a):0mg Lt (b):1.2mgL?t(c):2.4mgLt(d):4.8mglL?

S1
Raiz: No se observaron sintomas.
Hoja: No se observaron sintomas.
S2

Raiz: Ligeras manchas amarillas.
Hojas: Un tercio inferior con zonas cloroticas sobre las hojas. En el tercio

medio y superior no se observaron sintomas.
S3

Raiz: Necrosis en ascenso.

Hojas: Un tercio inferior con clorosis en avance y arrugamiento de hojas.
S4

Raiz: Senescencia y necrosis en raices.
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Hoja: Tercio con necrosis con arrugamiento de hojas. Cuerpo restante
de la hoja con inicios de clorosis.

S5
Raiz: Necrosis, senescencia en raices.

Hoja: Tercio con inicios de senescencia y deformacio. Y el resto de la
hoja con necrosis.

S6
Raiz: Senescencia total.

Hoja: Tercio con senescencia total y abscision de las hojas. Dos tercios
de la hoja con senescencia casi en su totalidad.

S7
Raiz: Senescencia total.

Hoja: Toda la hoja con senescencia total y abscisién de hojas

Durante esta etapa de bioensayo de toxicidad se mostraron sintomas
externos en los diferentes tratamientos (FIGURA N°11) durante los 16
dias de experimentacion. Durante la descripcién del grado de toxicidad
(TABLA N°7),se observo que el tratamiento CO no presentd sintomas de
toxicidad en hojas y raices durante todo el ensayo ya que se encuentra en
grado 1 (S1) ambas partes de la planta, debido a que este tratamiento no

presenta el toxico Arsénico.

Los otros tratamientos comenzaron a manifestar cambios externos desde
el dia 1; en C1 y C2 empez06 con ligeras manchas necréticas a nivel de
las hojas, especificamente en las puntas, es decir &reas cloréticas en
hojas del tercio inferior, en las raices en ninguno de los dos tratamientos
se vio un cambio. Después, del dia 3 al 9 continua con una clorosis
generalizada y/o arrugamiento de hojas desde el tercio inferior al superior
y en las raices se visualiz6 inicio de la necrosis. Finalmente del dia 10 al
16, las raices se ven con zonas necrosadas, con inicios de senescencia;
sin embargo la aparicion de necrosis, arrugamiento y deformacion de
hojas se inicia desde el tercio inferior y los nuevos brotes generados en el

tercio medio lucen normales. Continuando, en el tratamiento C3 a partir
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del dia 1, comenzé la clorosis de las hojas, empezando desde el tercio
superior, y las raices empiezan a necrosar (Ver FIGURA N°17 y18 en
Anexos); del dia 4 al 10, las raices lucen con senescencia casi en su
totalidad, mientras que las hojas del tercio inferior, medio y superior
manifestaron necrosis, senescencia total, arrugamiento y deformacion de
las hojas; mientras que los nuevos brotes axilares se deformaron y
necrosaron. En la FIGURA N°11 se observan los sintomas externos que

las plantas presentaron en el periodo de 16 dias de experimentacion.

Con los resultados obtenidos, podemos ver que a concentraciones
mayores a 10 mg.L! se observan claramente sintomas de clorosis en un
lapso corto de tiempo, a una concentracion mayor a ésta, la planta
comienza a presenta sintomas de necrosis y posterior muerte de la planta.
Por lo tanto las concentraciones para el experimento final seran 1.2 mg.L"
1y 2.4 mg.Ltya que a éstas concentraciones la planta presentdé mejor

tolerancia y pudo continuar con su ciclo vital.

FIGURA N° 11 Bioensayo de toxicidad del Scirpus americanus (Junco) en
Arsénico a los 16 dias de experimentacion. A) C1: tratamiento a 1.2 mg.L?, B)
C2: tratamiento a 2.4 mg.L- 1, C) C3: tratamiento a 4.8 mg.L ™.

4. Fitorremediacion de Arsénico

4.1 Experimento preliminar

Para la lectura de las muestras, se realiz6 una configuracion de la
equipo voltamperométrico VA 797. Los resultados obtenidos del ensayo
preliminar se observan en la TABLA N °8.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

TABLA N°8: Fitorremediacion de Arsénico en raices y hojas de Scirpus
americanus (Junco) a distintas concentraciones durante 16 dias de
experimentacion (Arsénico: 1.2 mg L?; 2.4 mg L'y 4.8 mg L?)

PARTE DE LA CONCENTRACIONES @ CONCENTRACION DE

PLANTA ARSENICO ®
RAizZ 1.2 45.63 + 0.88

2.4 58.75 + 3.54

4.8 90.63 + 0.88

HOJAS 1.2 57.6 + 0.14
2.4 80.45 + 0.64
4.8 221.27 +0.03

n=3 (tres muestras por tratamiento), (a): mg.L-1, (b): mg.Kg-1+ s, DS: Desviacion
Mediante la técnica de Voltamperometria se obtuvieron los resultados del
ensayo de biotoxicidad, como se puede observar en la TABLA N°8 en la
concentracion de 4.8 mg L de Arsénico hubo una mayor absorcion del
metaloide, sin embargo el tiempo de tolerancia al téxico fue de 11 dias
porque se observé un deterioro en el ciclo vital de las plantas ya que se
visualiz6 hojas y raices necroticas debido a la toxicidad del arsénico
(TABLA N°5) en la cual la absorcién en hojas fue de 221.27 mg.Kgly en
raices de 90.63 mg. Kg™. En las otras dos concentraciones, las plantas de
Scirpus americanus (Junco) mostraron una mayor tolerancia al arsénico
ya que su ciclo vital continué luego de los 11 dias, logrando llegar hasta
los 16 dias; obteniendo en la concentracién de 5 mg.L* una absorcién en
raices de 45.63 mg. Kgy en hojas de 57.6 mg. Kg%; y en la concentracién
de 10 mg.Lt en raices fue de 58.75 mg. Kg! y en hojas de 80.45 mg. Kg-
1. Con esos resultados preliminares denotan la capacidad de absorcién
del arsénico en las hojas y raices de Scirpus americanus (Junco) lo cual
demuestra su potencial como especie fitorremediadora de arsénico. Un
ejemplo que refuerza la particularidad de la especie es el trabajo de
Figueroa M. quien realizé un monitoreo de arsénico y otros metales trazas
en Scirpus californicus por un periodo de 2 afos obteniendo

concentraciones altas de arsénico de hasta 899.08 mg. Kgt. >4
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4.2 Experimento final

Para el experimento final se utilizo 9 recipientes de poliestireno de alta
densidad, en las que se prepararon medios de cultivo en un volumen de
6 L al cual se le afiadio solucién nutritiva de Hoagland (50 mL solucién “A”
y “20 mL de solucién B”), Arsénico a distintas concentraciones y
finalmente se adicion6 agua potable para completar el volumen. Los
tratamientos fueron a 3 concentraciones de 0, 1.2 y 2.4 mg.L? de
Arsénico. Finalmente se colocaron 10 plantas de unos 45 dias de
crecimiento en cada tratamiento, estas plantas ademas estaban

sostenidas por plancha de poliestireno. (FIGURA N°12)

A) TRATAMIENTO CO

El tratamiento blanco (CO) solo contenia solucion nutritiva de
Hoagland. Se analizé y reporté una concentracion inicial de 0.000 mg.Kg-
1 de arsénico en los 32 dias del experimento de fitorremediacion, es decir
las plantas de Scirpus americanus (Junco) no presentaron el

contaminante.

B) TRATAMIENTO C1Y C2

Los tratamientos C1 y C2 son los tratamientos experimentales de
mayor relevancia porque contienen el Arsénico a dos concentraciones de
1.2 mg. L'ty 2.4 mg. L.Los valores de fitorremediacion del arsénico en

Scirpus americanus (Junco) se detallan en el TABLA N°7.
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FIGURA N°12: Experimento de fitorremediacion de Arsénico con
Scirpus americanus (Junco) durante 32 dias.
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TABLA N° 9: Fitorremediacion raices y hojas de Scirpus americanus (Junco) a
concentraciones de 1.2 y 2.4 mg. L1 de Arsénico durante 32 dias de experimentacion.

c1® c2©

T@ RAICES @ HOJAS® RAICES® HOJAS®@

0 0 0 0 0

4 14.38+ 2.65 27.09 + 1.82 24.45 + 1.63 79.01 +3.14
8 18.75 + 1.77 183.31 + 0.94 50.37 + 1.38 241.29 + 0.57
12 15.46 + 0.40 223.79 + 2.26 22.38 + 0.06 279.47 + 2.50
16 2722+ 2.28 208.31 + 2.36 39.16 + 2.97 243.91 + 2.76
20 93.13 + 0.88 88.32 +1.81 32.5+0.88 97.83 +2.83
24 59.38 + 0.88 48.91 + 2.64 25.63 + 0.88 201.64 + 0.51
28 28.84 + 1.52 216.25 + 0.61 41.02 +1.20 371.82 + 3.60
32 59.28 + 1.95 318.38 + 1.90 101.79 + 1.84 344.95 +0.72

n=3 (tres muestras por tratamiento), (a): tiempo expresado en dias, (b)= 1.2 mg.L+, (c)= 2.4
mg.L, (d)=mg.Kg: s, (€)= mg.Kg= = s, ()= mg.Kg = s, (g)= mg.Kg*+ s,D.S.: Desviacion
estandar.

En el tratamiento Cl1 se puede que en los 4 primeros dias de
experimentacion existio una leve absorcion del Arsénico, donde la
cantidad acumulada fue de 14.38+ 2.65 mg.Kg™? en las raices y de 27.09
+ 1.82 mg.Kgen las hojas, después continué el proceso de absorcién al
dia 8, en el caso de las raices hubo un leve aumento de 18.75 + 1.77
mg.Kg?, sin embargo en las hojas existié un aumento considerablemente
alto de 183.31 + 0.94 mg.Kg, este aumento en las hojas continué hasta
el dia 12 obteniendo una concentracion de 223.79 + 2.26 mg.Kg?, caso
contrario ocurrié en las raices ya que hubo una leve disminucién de 15.46
+ 0.40 mg.Kg?. Este comportamiento ondulante de absorcién continué en

los dias posteriores, en las raices el dia 16 hubo un leve incremento de
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27.22 + 2.28 mg.Kg!y continué asi hasta el dia 20 con una concentracién
de 93.13 + 0.88 mg.Kg sin embargo en los siguientes andlisis en los dias
24y 28 se obtuvo una disminucién siendo los valores 59.38 + 0.88 mg.Kg-
1y 28.84 + 1.52 mg.Kg*respectivamente y finalmente al dia 32 se obtuvo
un incremento de 59.28 + 1.95 mg.Kg,es importante mencionar que la
mayor concentracion obtenida en las raices fue al dia 20 de
experimentacion. Por otro lado, en las hojas al dia 16 hubo una leve
disminucién de 208.31 + 2.36 mg.Kg?, al dia 20 surgié una considerable
disminucién de 88.32 + 1.81 mg.Kg* que continué hasta el dia 24 con una
concentracion de 48.91 + 2.64 mg.Kg* y finalmente en los dos Ultimos
ensayos existié un aumento de 216.25 + 0.61 mg.Kg? hasta el dia 28 y
318.38 + 1.90 mg.Kg™* hasta el dia 32, en donde en esta (ltima se obtuvo

la mayor concentracion de arsénico en las hojas.

C1: RAiZ@ Y HOJA®
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/'h"
0.000 O——
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
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»Raiz 5 mg/L As
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FIGURA N°13: Curva de fitorremediacion de Arsénico en base a los promedios de
raices y hojas de Scirpus americanus (Junco) durante 32 dias de experimentacion. (a)
1.2 mg.Lt (b) 1.2 mg.L ™.
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En el tratamiento C1, se realizé un andlisis comparativo para verificar si existe
diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones absorbidas en
las hojas y raices del Scirpus americanus (Junco) a 1.2 mg.L! de Arsénico. Los

resultados se muestran en la siguiente tabla:

TABLA N°10: Analisis estadistico para el tratamiento C1 (raices y hojas).

PRUEBA F PRUEBA t
T
F F VARIANZA t t

Calculado critico Calculado critico
4 7.033104 19 n.s. Homogénea -5.686800895 2.776"
8 3.125824 19 n.s. Homogénea -121.579239 2.776"
12 5.089536 19 n.s. Homogénea -156.9947249 2.776"
16 5.546025 19 n.s. Homogénea -78.22203024 2.776"
20 3.261636 19 n.s. Homogénea 3.570260223 2.776
24 6.985449 19 n.s. Homogénea 5.935355826 2.776
28 2.295225 19 n.s. Homogénea -176.4670433 2.776
32 3.783025 19n.s. Homogénea -134.6715177 2.776"

n=3 (tres muestras), (d): tiempo expresado en dias, (*): Existe diferencia estadistica significativa,

(n.s.): No existe diferencia estadistica significativa.
Segun la prueba F desde el dia 4 hasta el dia 32 no existié diferencia estadistica
significativa porque el Feaiculado < Feriticoy @ Un nivel de confianza de a=0.05, con
lo cual se acepta la hipétesis nula y se afirma varianzas homogéneas.
Seguidamente se realiz6 la prueba de t, la cual resulté en que existio diferencia
estadisticamente significativa con un nivel de confianza de a=0.05 debido a que
el teriico fue de 2.776 y a que ninguno de 10S tcaiculado €StUuvo dentro de la region
de aceptacion de la hipdtesis nula, por lo cual podemos decir que si existe
diferencia estadisticamente significativa.

En el tratamiento C2 (TABLA N°9 y FIGURA N°13) se observo un
comportamiento diferente porque en los 4 primeros dias de experimentacion
existi6 una mayor absorcion del arsénico, la cantidad acumulada en raices fue
de 24.45 + 1.63 mg.Kg!y en hojas de 79.01 + 3.14 mg.Kg?; luego para el caso
de las raices hasta el dia 8 la concentracién increment6 a 50.37 + 1.38 mg.Kg*
luego al dia 12 disminuy6 a 22.38 + 0.06 mg.Kg?, luego el dia 16 aumenté a
39.16 + 2.97 mg.Kg, posteriormente hubo de decrecimiento en los dias 20y 24
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de 32.5 + 0.88 mg.Kg?y 25.63 + 0.88 mg.Kg™?, finalmente en los Gltimos analisis
aumentd la absorcion para los dias 28 y 32 obteniendo valores 41.02 + 1.20
mg.Kg* 101.79 + 1.84 mg.Kg respectivamente y siendo esta Ultima la mayor

concentracion obtenida en las raices.

Por otro lado, la absorcion en las hojas fue aumentado constantemente hasta el
dia 12 en donde se obtuvo una concentraciéon de 279.47 + 2.50 mg.Kg, luego
fue disminuyendo hasta el dia 20 cuya absorcién fue de 97.83 + 2.83 mg.Kg™,
después de ello surgié una absorcién masiva de 371.82 + 3.60 mg.Kg*que cabe
indicar fue la mayor concentracién de arsénico alcanzada en hojas y finalmente
decreci6 a 344.95 + 0.72 mg.Kg* hasta el dia 32.

C2: RAIZ® Y HOJA®)
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FIGURA N°14: Curva de fitorremediacion de Arsénico utilizando los promedios de
raices y hojas de Scirpus americanus (Junco) durante 32 dias de experimentacion.
(@) 2.4 mg.L ™ (b) 2.4 mg.L™.

En el tratamiento C2, se realizé un andlisis comparativo para verificar si existe
diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones absorbidas en
las hojas y raices del Scirpus americanus (Junco) a 2.4 mg.L* de Arsénico. Los

resultados se muestran en la siguiente tabla:
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TABLA N°10: Andlisis estadistico para el tratamiento C2 (raices y

PRUEBA F PRUEBA t
T@
F F VARIANZA t t

Calculado critico Calculado critico
4 9.865881 19 n.s. Homogénea -22.85504818 2.776"
8 1.893376 19 n.s. Homogénea -196.5156974 2.776"
12 6.225025 19 n.s. Homogénea -201.4054054 2776
16 8.797156 19 n.s. Homogénea -71.55338109 2776
20 8.003241 19 n.s. Homogénea -35.18879612 2.776"
24 0.781456 19 n.s. Homogénea -253.0769231 2.776"
28 12.924025 19 n.s. Homogénea -138.1202505 2776
32 3.400336 19 n.s. Homogénea -190.049238 2.776"

n=3 (tres muestras), (a): tiempo expresado en dias, (*): Existe diferencia estadistica significativa,

(n.s.): No existe diferencia estadistica significativa.
Con los resultados de la TABLA 10 y segun la prueba F desde el dia 4 hasta el
dia 32 no existi6 diferencia estadistica significativa porque el Fcaiculado < Feritico Y
a un nivel de confianza de a=0.05, con lo cual se acepta la hipotesis nula y se
afirma varianzas homogéneas. Seguidamente se realiz6 la prueba de t, la cual
resultd en que existié diferencia estadisticamente significativa con un nivel de
confianza de 0=0.05 debido a que el teritico fue de 2.776 y a que ninguno de los
tcalculado €StUVO dentro de la region de aceptacion de la hipotesis nula, por lo cual

podemos decir que si existe diferencia estadisticamente significativa.

En el caso de la absorcion de Arsénico en raices de Scirpus americanus (Junco)
en ambos tratamientos C1 y C2 muestran un aumento desde el dia 4 hasta el
dia 8 obteniendo concentraciones de 18.75 + 1.77 mg.Kg* y 50.37 + 1.38 mg.Kg
! respectivamente. Continuando, en el C1 hubo una leve disminucién de 15.46 +
0.40 mg.Kg™ hasta el dia 12, después se obtuvo la mayor etapa de absorcion
gue se mantuvo hasta el dia 20 con una cantidad acumulada de 93.13 + 0.88
mg.Kg?, luego este valor disminuyé a 28.84 + 1.52 mg.Kg'hasta el dia 28,
finalmente incremento la concentracion a 59.28 + 1.95 mg.Kg. Con respecto al
C2, hubo una considerable disminuciéon de 22.38 + 0.06 mg.Kg* hasta el dia 12,
después se obtuvo un aumento de 39.16 + 2.97 mg.Kg* hasta el dia 16, luego
surgié un descenso considerable obteniendo 25.63 + 0.88 mg.Kg*y finalmente
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se obtuvo la mayor cantidad de arsénico 101.79 + 1.84 mg.Kg* al dia 32 de la

experimentacion.
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FIGURA N°15: Curva de absorcién de Arsénico utilizando los promedios de
raices de Scirpus americanus (Junco) durante 32 dias de experimentacion. (a) 1.2
mg.L 2. (b) 2.4 mg.L™.

En los tratamientos C1 y C2, se hizo una comparaciéon para verificar si existio
diferencia estadistica significativa entre las concentraciones acumuladas en
raices de Scirpus americanus (Junco) a 1.2 y 2.4 mg.L! de Arsénico.Los

resultados se observan enla TABLA N°11.

Con los resultados de la TABLA 11 y segun la prueba F desde el dia 4 hasta el
dia 32 no existi6 diferencia estadistica significativa porque el Fcaiculado < Feritico Y
a un nivel de confianza de a=0.05, con lo cual se acepta la hip6tesis nula y se
afirma varianzas homogéneas. Seguidamente se realiz6 la prueba de t, la cual
resultd en que existié diferencia estadisticamente significativa con un nivel de
confianza de a=0.05 debido a que el tcritico fue de 2.776 y a que ninguno de los
tcalculado €Stuvo dentro de la region de aceptacion de la hip6tesis nula, por lo cual

podemos decir que si existe diferencia estadisticamente significativa.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

TABLA N°11: Andlisis estadistico para los tratamientos C1 y C2 (raices).

PRUEBA F PRUEBA' t
T@
F F VARIANZA t t

Calculado critico Calculado critico
4 7.033104 19 n.s. Homogénea -4.702450408 2776
8 3.125824 19 n.s. Homogénea -20.11704835 2776
12 0.158404 19 n.s. Homogénea -30.33333333 2776
16 8.797156 19 n.s. Homogénea -4.557527189 2776
20 0.781456 19 ns. Homogénea 68.58031674 2776
24 0.781456 19 n.s. Homogénea 38.17873303 2776
28 2.295225 19 n.s. Homogénea -8.98597786 2.776"
32 3.783025 19 n.s. Homogénea -22.43916601 2776

n=3 (tres muestras), (a): tiempo expresado en dias, (*): Existe diferencia estadistica significativa,

(n.s.): No existe diferencia estadistica significativa.
La fitorremediacion de Arsénico por las hojas de Scirpus americanus (Junco)
denota comportamientos similares, ambos tratamientos C1 y C2 muestran que
cuando las concentraciones del arsénico son muy altas, luego de los procesos
de translocacién y transporte hacia las hojas ocurriria la desorcion del téxico,
como un mecanismo de defensa por la alta toxicidad del contaminante para
continuar con su ciclo vital, luego continda la fitorremediacion del arsénico por la
planta hasta el término de su ciclo. Para ambos tratamientos desde el 4 dia surge
un aumento progresivo de absorcién del arsénico hasta el dia 12 obteniendo
223.79 + 2.26 mg.Kgten el Cly 279.47 + 2.50 mg.Kg* para el C2. Luego en el
C1 surge una disminucién que continta hasta el dia 24, probablemente por la
desorcién del contaminante por la planta, para luego aumentar su absorcién
hasta el dia 32 donde se obtiene 318.38 + 1.90 mg.Kg*. Para el C2 surge una
disminucién hasta el dia 20, quizas debido por la desorcion del téxico, luego
aumenta su concentracion hasta el dia 28 obteniendo 371.82 + 3.60 mg.Kg*
siendo la mas alta durante todo el proceso de fitorremediacion, finamente el dia
32 ocurre una leve disminucién de 344.95 + 0.72 mg.Kg* probablemente por la

volatilizacion del arsénico bajo su forma arsénica.
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FIGURA N°16: Curva de absorcién de Arsénico utilizando los promedios de
hojas de Scirpus americanus (Junco) durante 32 dias de experimentacion. (a)
1.2 mg.Lt (b) 2.4 mg.L2.
En los tratamientos C1 y C2, se hizo una comparaciéon para verificar si existio
diferencia estadistica significativa entre las concentraciones acumuladas en
hojas de Scirpus americanus (Junco) a 1.2 y 2.4 mg.L? de Arsénico.Los
resultados se observan en la TABLA N°12.

TABLA N°12: Analisis estadistico para los tratamientos C1 y C2 (hojas).

PRUEBA F PRUEBA t
T@
F F VARIANZA |t Calculado |t  critico
Calculado critico

4 9.865881 19 n.s. Homogénea -20.93970559 2.776"
8 0.881721 19 n.s. Homogénea -77.00066401 2.776
12 6.225025 19 n.s. Homogénea -23.43843401 2.776
16 7.601049 19 n.s. Homogénea -13.93153365 2.776"
20 8.003241 19 n.s. Homogénea -5.119849179 2.776"
24 6.985449 19 n.s. Homogénea -25.14106996 2.776"
28 12.924025 19 n.s. Homogénea -74.00856327 2.776"
32 3.621409 19 n.s. Homogénea -20.2987013 2.776

n=3 (tres muestras), (a): tiempo expresado en dias, (*): Existe diferencia estadistica significativa,
(n.s.): No existe diferencia estadistica significativa.
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En la TABLA N°12 se muestra los resultados de la prueba F obteniendo que del
dia 4 hasta el dia 32 no existio diferencia estadistica significativa a un nivel de
confianza de a=0.05 debido a que el Fcalculado < Feritico Y por tanto se acepta la
hipodtesis nula y podemos afirmar que las varianzas son homogéneas. Luego se
realiz6 la prueba de t, la cual determiné que existio diferencia estadisticamente
significativa con un nivel de confianza de a=0.05 porque el tcritico fue de 2.776 y
ninguno de 10s tcaiculado €Stuvo dentro de la region de aceptacion de la hipotesis
nula, por lo cual podemos decir que si existe diferencia estadisticamente

significativa.

El arsénico es un metaloide que existe naturalmente, es el 20mo elemento mas
abundante en la corteza terrestre, y es un componente de mas de 245 minerales.
Estos son en su mayoria minerales que contienen sulfuro, junto con cobre,

niguel, plomo, cobalto u otros metales. 2’

La evaluaciéon del riesgo de salud a partir de la contaminacién del agua por
arsénico es el foco principal de los cientificos ambientales hoy en dia, ya que la
presencia de este metaloides y metales pesados en el agua potable hasta niveles
téxicos en el medio ambiente acuatico es un motivo de gran preocupacion debido
a su impacto en las plantas, los animales y la vida humana %% 2%®  En términos
generales, el arsénico existe principalmente en las formas de arsenito (As*3) y
arseniato (As*®) en agua y aguas residuales. Como As* se encuentran
generalmente en condiciones aerobias, y As*3 son frecuentes en el medio
ambiente anaerobio. 2° En los suelos, predominan las formas inorganicas
arseniato inorganico (As*®) y arsenito As*3 y As*® se encuentra mayormente en
suelos aerobios, mientras que el As*® predomina en suelos anaerobios, como
suelos de riego inundados, es mas movil y puede ser mas toxico para las plantas
que el As*, 5 57 E| riesgo de toxicidad se encuentra relacionado con la
disponibilidad, que se entiende en términos de cantidad absorbida por las
plantas, esta biodisponibilidad del arsénico a las plantas se rige por las
caracteristicas fisicas y quimicas, las condiciones ambientales, entre otros. 5!
Por tanto para esta investigacion se utilizo la especie inorganica arseniato acido

disédico heptahidratado (Na:HAsO4.7H20), que se encuentra en estado de
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oxidacion +5 y es soluble en soluciones acuosas siendo esta forma disponible

para su absorcion para Scirpus americanus (Junco).

En términos generales, los mecanismos de absorcion de arsénico plantean que
inicialmente las plantas acumulan arsénico en su raiz a través de la via de
captacion de fosfato, ya sea, apoplastico activo o mecanismos simplasticos y

luego trasladarse a las partes (brotes y hojas). 3*

Sin embargo, se han propuesto tres mecanismos para la captacion de especies
de arsénico en macrdfitas acuaticas, la absorcion activa a través de
transportadores de captacibn de fosfato, la captacibn pasiva por

aquagliceroporinas, y la adsorcion fisicoquimica en superficies radiculares. %8 59
60

Como se menciond, las plantas absorben el As (V) a través de los
transportadores P ya que el AsV es estructuralmente un anélogo quimico del
fosfato entra en el tejido de la raiz de la planta via los transportadores del fosfato,
puede inhibir la fosforilacién oxidativa, afectar la sintesis de ATP y perturbar la
generacion de energia. 615662636465] 3 sequnda forma de captacion de arsénico
por mediante las proteinas de membrana intrinseca de acuaporinas que
transportan As (lll), estas proteinas facilitan el transporte de moléculas neutras
tales como agua, glicerol y otras moléculas pequefias, existiendo una
competencia en la captacion de glicerol y As (lll). 86 67 88 69 E| (jitimo mecanismo
es por adsorcion fisicoquimica, un mecanismo alternativo para la acumulacion
de As (V) en plantas acuéticas, fue propuesta por Robinson et al. (2006), en la
cual afirma que los 6xidos de hierro suspendidos sobre las superficies de las

plantas acuaticas adsorben y acumulan arsénico. ’°

El As (V) y As (lll) inducen respuestas bioquimicas diferenciales en plantas

acuaticas debido a sus propiedades quimicas disimiles. %

Para el caso del arsenito, éste tiene una alta afinidad por los grupos sulfidrilo
(SH), que pueden afectar las actividades enzimaticas y suprimir los procesos
metabdlicos y puede unirse con el glutation (GSH) directamente, lo que conduce
al ADN vy dafio celular debido a reacciones de especies reactivas de oxigeno
(ROS).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

El As (Ill) tiene una alta afinidad de unién a grupos sulfhidrilo (-SH) de péptidos
tales como glutation (GSH) vy fitoquelatinas (PCs), después de la absorcion, el
As (V) se reduce a As (1) en las células vegetales, mediada por el glutation GSH,
esto produce especies reactivas de oxigeno (ROS) posteriormente los complejos
de As (Il1)-GSH y As (lll)-PCs se secuestran en el vacuolas y son excretados de

la célula, esto que se cree es un mecanismo de destoxificacion de las plantas. 72
60 7374 7576 77 78 79

Una extensa revision de la captacion de metales pesados por las plantas de
humedales indico que la macrofita sumergida incorporaba metales a través de
hojas y raices y el principal mecanismo para la incorporacion de metales en la
biomasa vegetal era la penetracion pasiva de iones y la absorcion activa de iones
en el citoplasma con moléculas quelantes de alta afinidad y la subsiguiente

secrecion en la vacuola. 80 81

Existe evidencia acerca de la utilizacién de especies macrofitas que son de gran
utilidad para acumular metales pesados y metaloides como el arsénico. Por
ejemplo especies investigadas fueron los helechos acuéticos Azolla caroliniana,
Azolla filiculoides y Azolla pinnata para la captacion de arsénico a partir del agua,
en este estudio encontraron que tras la exposicion a 50 mM de solucién de As
(V) por 10 dias A. caroliniana mostr6 el mayor potencial de captacion de arsénico
de 284 mg. kg en peso seco. & De forma similar, en nuestro trabajo se reporté
una concentraciéon maxima de 243.914 + 2.76 mg.Kg* de arsénico en Sirpus
americanus (Junco) por lo que el estudio de Zhang et. al (2008) respalda la
relevancia de la utilizacion de macrofitas para fitorremediacion de arsénico en

sistemas hidropdnicos.

Otro ejemplo es la macrofita Eichhornia crassipes (Jacinto de agua), una planta
acudatica perenne libre flotante con elevada tasa de produccion de biomasa, gran
tolerancia a la contaminacién y capacidad de absorcion de metales pesados que
la califican para su uso en el tratamiento de aguas residuales. & 8 Alvarado et
al. (2008) 8° realizaron un exhaustivo estudio sobre la eliminaciéon del arsénico
del agua por E. crassipes (Jaciento de agua) en el cual mostraron que tenia una

tasa de remocién de 600 mg de arsénico ha! d! en condiciones de campo y una
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recuperacion de eliminacién de 18% en condiciones de laboratorio; en nuestro
experimento se utilizo la macrofita Scirpus americanus (Junco) en un sistema de
cultivo hidropdnico utilizando las concentraciones de 5y 10 mg.L de arsénico,
en el cual la absorcion fue menor que la investigacién de Alvarado et al. (2008)
probablemente por su alta produccion de biomasa y condiciones climaticas
favorables.

Zhang et al. (2009) *° estudié la acumulaciéon de arsénico y la tolerancia de la
lenteja de agua sin raices Wolffia globosa, encontré6 que W. globosa puede
acumular > 1000 mg. kg™t de peso seco de arsénico en un tratamiento de 1 pm de
arseniato durante 5 dias y que puede tolerar hasta 400 mg de arsénico kg en
peso seco; en nuestro experimento se utilizd diferentes concentraciones y se
obtuvo una menor absorcion del arsénico de 243.914 + 2.76 mg.Kg?, sin
embargo, segin comenta el autor probablemente una razén para el alto arsénico
acumulado en esta lenteja de agua puede ser porgue no tiene raices, no teniendo
ninguna barrera de translocacién de las raices a las hojas como se observa en

otras especies de plantas.

Asi para esta investigacion es importante mencionar que se utilizé el Scirpus
americanus (Junco) que es una macrofita acuatica procedente de los Humedales
de Mejia ubicado en la costa del departamento de Arequipa, en los distritos de
Mejia y Dean Valdivia y su extension es de 690.6 hectareas e incluye varios tipos
de habitats: pantanos, monte riberefio, gramadales y playas arenosas. Ademas
estos humedales tienen mucha importancia debido a que cumplen una funcion
valiosa para las aves migratorias como sitio de descanso y alimentacion. Y los
resultados obtenidos en la TABLA N°8 indican que el Scirpus americanus
(Junco) tiene la capacidad de fitorremediar importantes cantidades de arsénico

en hojas y en raices.

Segun McGrath & Zhao, (2003), se consideran plantas hiperacumuladoras de
arsénico a especies capaces de acumular y tolerar concentraciones mayores a
1000 mg. kg? de As en la biomasa. ¢ En nuestra investigacion se reportd una
concentracion maxima de 243.914 + 2.76 mg.Kg? en peso seco , por lo cual no
podriamos considerar a Scirpus americanus (Junco) como una especie
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hipercumuladora ya que no toleré una concentracién mayor a 1000 mg. kg™, sin
embargo esta especie mostr6 una capacidad de acumulacion y tolerancia
considerablemente mayor a la de la mayoria de las especies no
hiperacumulatorias, que usualmente sufren de fitotoxicidad cuando la
concentracion en el tejido excede de 10-100 mg.kg™ 8, por lo cual si podriamos
utilizar la especie Scirpus americanus (Junco) en trabajos de fitorremediacion de

arsénico.
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CONCLUSIONES

1. Las condiciones trabajadas para la propagacidon de Scirpus
americanus (Junco) muestran que en un sistema de cultivo
hidroponico, el rango de temperatura fue 13.4 °C como minimo y 21.2
°C como maximo, obteniendo un crecimiento 6ptimo.

2. Se logré validar el método por voltamperometria para la determinacion
de arsénico en hojas y raices, siendo lineal con un coeficiente de
determinacion (r2) de 0.9997, en un valor de intensidad de -9.8 como
minimo y -41.42 nA como maximo, ademas es preciso y presenta una
exactitud aceptable; de igual forma los limites de deteccion (LD) y
cuantificacion (LC) de 0.214 y 0.247 ug.L' respectivamente, fueron
aceptables.

3. El ensayo preliminar de biotoxicidad mostré que la macrofita Scirpus
americanus (Junco) presenta menos tolerancia al téxico cuando es
expuesta a una concentracion de 4.8 mg.L* de Arsénico debido a que
manifestdé un ciclo vital menor a 11 dias, sin embargo a una
concentracion por debajo de 2.4 mg.L™* mostré un ciclo vital superior a
los 11 dias y por tanto una mayor tolerancia al Arsénico.

4. Se determiné que el Scirpus americanus (Junco) absorbe mayores
cantidades del Arsénico en las partes aéreas que en raices.

5. La maxima capacidad de fitorremediacion de arsénico en ambos
tratamientos en hojas fue a los 12 dias con 208.31 + 2.355 mg.Kg'a
1.2mg Lty 279.47 + 2.5 mg.Kg? a 2.4 mg L* del contaminante; por
otro lado, la fitorremediacion en raices para el tratamiento C1 fue a los
20 dias con 93.13 + 0.884 mg.Kg* y para el tratamiento C2 a los 8
dias con 39.16 + 2.97 mg.Kg™.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda utilizar otras especies de Scirpus para realizar
estudios comparativos de fitorremediacion de arsénico en sistemas
de cultivos hidroponicos.

2. Realizar trabajos de fitorremediacion utilizando una especie
expuesta a diferentes contaminantes incluyendo al arsénico, a fin
de conocer e investigar el comportamiento de la planta frente a
distintos toxicos.

3. Llevar a cabo un trabajo de investigacion con la macrofita Scirpus
americanus (Junco) bajo las mismas condiciones, pero en lapsos
de tiempo mas prolongados o diferentes estaciones, para verificar
si la fitorremediacion no es afectada por estos cambios

ambientales.
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ANEXOS
Anexo N°1:Constancia de HERBARIUM AREQVIPENSE
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FIGURA N°17: Muestra Blanco sin Arsénico del Scirpus americanus
(Junco) luego de 16 dias en bioensayo.

FIGURA N°18: hojas que presentan sintomas de
clorosis durante luego de 4 dias en bioensayo.
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