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RESUMEN

El arsénico es un metaloide presente toxicos presente en el medio ambiente y la
especiacion de éste depende de diversos factores quimicos, fisicos y biolégicos.
La distribucion y contaminacion del arsénico se debe a procesos naturales y
antropogénicos. Las altas concentraciones de arsénico en agua se han convertido
en un problema, debido a las exposiciones prolongadas, esta comprobado que
causa dafos cronicos a la salud. La especie vegetal Rosamrinus officinalis
(Romero) fue identificada en el HERBARIUM AREQUIPENSE (HUSA) de la
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, la cual acredit6 a dicha
especie vegetal. La fitorrmediacion de arsénico se realiz6 bajo sistema
hidropdnico de raiz flotante por un periodo de 35 dias; utilizando plantas de
Rosmarinus officinalis L. (Romero) contaminados con Arseniato disédico
heptahidratado (Na;HAsO.. 7H.0) a concentraciones de a 5 mg.L™ (T2), 10
mg.L (T3), 15mg.L1(T4) y un tratamiento sin contaminante (T1). Para realizar
la cuantificacion de arsénico en hojas se realiz6 un proceso de digestion por
microondas utilizando acido nitrico HNOs al 12%, se valido el método por
voltamperometria catodica de pulso diferencial utilizando la estacion

voltamperométrica (797 VA Computrace de Metrohm) que constaba de un
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electrodo de gota colgante de mercurio (HMDE), un electrodo auxiliar de platino
y un electrodo de referencia de Ag/AgCI/KCI 3 mol.L™. Como resultados de
bioacumulacién de arsénico (V), se obtuvo que a una concentracion maxima
para5mg.L? (T2), 10 mg.L ™ (T3), 15 mg.L ™ (T4) fue 117.662 + 0.591 mg.Kg"
1/274.105 + 0.937 mg.Kg?, 330.136 + 0.013 mg.Kg?, respectivamente. Las
hojas presentaron clorosis a medida que el tiempo transcurria debido a la
presencia del contaminantes se determind por espectrofotometria clorofila "a”
que fue descreciendo significativamente, la concentracion final para 1mg.L*
(T1),5mg.L* (T2), 10 mg.L* (T3), 15mg.L* (T4) fue respectivamente 6.760 +
0.056 mg.L?, 3.058 +0.039 mg.L?, 2.759 +0.025 mg.L? ,1.078 + 0.021 mg.L"
!, Segun los resultados obtenidos, el Rosmarinus officinalis tiene el potencial
para acumular arsénico dentro de sus hojas por un periodo de 35 dias, siendo
una técnica de fitorremediacion viable para eliminar arsénico en medios

contminados.

Palabras claves: Arsénico, Rosmarinus officinalis, Solucion nutritiva,

Bioacumulacion, VVoltamperometria, Espectrofotometria.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

ABSTRACT

Arsenic is atoxic present metalloid present in the environment and the speciation
of this depends on various chemical, physical and biological factors. The
distribution and contamination of arsenic is due to natural and anthropogenic
processes. High concentrations of arsenic in water have become a problem, due
to prolonged exposures, it is proven to cause chronic damage to health. The plant
species Rosamrinus officinalis (Romero) was identified in the HERBARIUM
AREQUIPENSE (HUSA) of the University of San Agustin, which accredited
said vegetable species. The phytoremediation of arsenic was carried out under a
floating root hydroponic system for a period of 35 days; using plants of
Rosmarinus officinalis L. (Romero) contaminated with disodium arsenate
heptahydrate (NazHAsOas, 7 H,0) at concentrations of 5 mg.L™? (T2), 10 mg.L™*
(T3), 15 mg.L* (T4) and a treatment without contaminants (T1). To perform the
quantification of arsenic in leaves, a microwave digestion process using 12%
nitric acid HNOs was carried out, the method was validated by differential pulse
cathodrometry using the voltammetric station (797 VA Computrace de
Metrohm) which included of a mercury droplet drop electrode (HMDE), an
auxiliary platinum electrode and a reference electrode of Ag / AgCl / KCI 3

mol.L1,
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As a result of bioaccumulation of arsenic (V), it was obtained that at a maximum
concentration for 5 mg.L™ (T2), 10 mg.L? (T3), 15 mg.L* (T4) was 117.662 +
0.591 mg.Kg?l, 274.105 + 0.937 mg.Kg?, 330.136 + 0.013 mg.Kg?,
respectively. The leaves presented chlorosis as time elapsed due to the presence
of contaminants was determined chlorophyll "a” that was significantly
decreasing, the final concentration for 1mg.L? (T1), 5 mg.L* (T2), 10 mg.L?
(T3), 15mg.L (T4) was respectively 6.760 + 0.056 mg.L™?, 3.058 + 0.039 mg.L"
12,759 +0.025 mg.L?, 1.078 + 0.021 mg.L™*. According to the obtained results,
Rosmarinus officinalis has the potential to accumulate arsenic (I11) in its leaves
for a period of 35 days, being a viable phytoremediation technique to eliminate

arsenic in continy media.

Key words:  Arsenic, Rosmarinus officinalis,  Nutrient  solution,

Bioaccumulation, VVoltammetry, Spectrophotometry.
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INTRODUCCION

El principal problema que existe en nuestra region es la contaminacion del agua
con metales pesados y metaloides, en el afio 2014 la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) publicé un estudio sobre la contaminacién por arsénico de las
aguas subterraneas y superficiales en Perd, el cual muestra una contaminacion
por arsenico generalizada que supera el limite de arsenico establecido por la
OMS en la region Arequipa y supone una amenaza para la salud publica.t
Actualmente se han realizado monitoreos en aguas superficiales en la region
donde los valores de concentracion de arsénico superan el limite establecido. La
contaminacion antropogénica en nuestra region es uno de nuestros principales
problemas, las actividades mineras liberan arsénico a partir de sulfuros minerales
durante las tareas de excavacion.?® El escurrimiento de arsénico proveniente de
lugares contaminados afecta las reservas de agua dulce y sus ecosistemas
asociados, la contaminacion de aguas subterraneas como resultado de la
actividad humana es poco comun porque el arsénico tiene una fuerte tendencia a
adherirse a las particulas de tierra y los sedimentos.? Por el contrario, la
liberacion natural de arsénico de materiales geoldgicos se ha convertido en una

amenaza para las fuentes de agua potable del mundo.* Las emisiones de arsénico
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hacia la atmosfera producto de la fundicion del cobre constituyen, con mucho,
la mayor fuente de arsénico de la industria minera y metalurgica y han sido el
objetivo de las tecnologias para el control de la contaminacion y de regulaciones
cada vez mas exigentes. >>6 Nuestro pais se encuentra como uno de los
principales productores de arsénico a nivel mundial (4,500 toneladas).’

Es conocido desde hace afios que la exposicion crénica al arsénico por la
ingestion de agua puede causar efectos adversos a la salud humana, se tienen los
primeros antecedentes histéricos que relacionaron la presencia de arsénico en el
agua y lesiones en la piel como hiperpigmentacion, hiperqueratosis y cancer
cutaneo.® Su toxicidad depende de la forma quimica; asi, del arsénico inorganico
(As) la forma trivalente (As*) es mas toxica que la pentavalente (As°*) y ambas

mas que sus compuestos metilados.

Algunos estudios in vitro sugieren que la absorcion celular del As (111) es mayor
que la del As (V). %1° Aproximadamente el 95% de una dosis ingerida de
compuestos de arsénico trivalente se absorbe en el tracto digestivo. ** Por medio
de numerosos estudios se sabe que una exposicion a largo plazo causa lesiones
caracteristicas en la piel, incluyendo modificaciones en la pigmentacion,
principalmente en el tronco y las extremidades, queratosis en las palmas de las
manos Yy plantas de los pies, hiperqueratosis, hiperpigmentacion y cancer a la
piel. 213 Poblaciones expuestas al arsénico muestran esas lesiones en la piel,
siendo éstas una manifestacion tardia de su toxicidad. La prevalencia de estas
lesiones cutaneas no cancerosas ha sido relatada en mas del 80% de las
poblaciones estudiadas. 4 La ingestion de agua con arsénico puede llevar a un
incremento de abortos espontaneos y de recién nacidos muertos. Una exposicién
prolongada a concentraciones de arsénico inorganico dentro del valor sugerido
por la OMS en el agua de bebida puede causar efectos cardiovasculares,
incluyendo arritmias, hipertension, isquemia cardiaca y cerebral, diabetes
mellitus y alteraciones arteriales periféricas como la enfermedad del "pie negro"
que resulta en gangrena. Los estudios sobre el potencial neurotéxico y desarrollo
de efectos reproductivos adversos asociados con la ingestion de arsénico en el

agua de bebida son inconclusivos. > Actualmente se utilizan varias tecnologias
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para eliminar arsénico y otros metales pesados, como tratamientos
fisicoquimicos con oxidos de hierro, revestimientos de arcilla y filtros de carbon
activado. El aumento de costos y la limitada eficacia en los métodos
convencionales pueden afectar de manera irreversible las propiedades del suelo,
agua y de los seres vivos que en ellos habitan.’® Por lo que es necesario
investigar alternativas de tratamientos economicos, eficientes y sencillos. El
desarrollo de tecnologias alternativas para el tratamiento de aguas, como la
fitorremediacion ofrece numerosas ventajas en relacién con los métodos
fisicoquimicos. La fitorremediacion representa una alternativa sustentable y de
bajo costo para la rehabilitacion de ambientes afectados por contaminantes
naturales y antropogénicos.t’ EIl Peru tiene una extraordinaria diversidad de
especies, 25000 especies de flora (10% del total mundial) de las cuales un 30%
son endémicas.’® Recientemente se estan desarrollando investigaciones y
estudios de plantas que tienen un alto potencial para remediar aguas y suelos
contaminados, sin embargo son escasos. Para el caso del romero Rosmarinus
officinalis L. no existen trabajos de investigacion acerca de su potencial
remediador. Por lo que en este trabajo se evalud la capacidad de
fitorremediacion de Rosmarinus officinalis L. (Romero) en aguas contaminadas

con arsénico.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la capacidad de fitorremediacion de Rosmarinus officinalis L.

(Romero) en aguas contaminadas con arsénico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar la especie vegetal y determinar las condiciones éptimas para
el desarrollo de Rosmarinus officinalis L. (Romero).

e Realizar la validacion analitica voltamperometrica para determinar
arsénico en Rosmarinus officinalis L. (Romero),

o Realizar el bioensayo de toxicidad y determinar el nivel de tolerancia del
Rosmarinus officinalis L. (Romero).

e Realizar la bioacumulacion de arsénico en Rosmarinus officinalis L.
(Romero).

e Determinar la maxima capacidad de acumulacién de arsénico en
Rosmarinus officinalis L. (Romero).

e Determinar la concentracion de clorofila “a” en Rosmarinus officinalis

L. (Romero).
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HIPOTESIS

Dado que existen estudios acerca de la capacidad de fitorremediacion de
algunas plantas para tolerar, absorber, acumular y degradar contaminantes, es
probable que Rosmarinus officinalis L. (Romero) sea eficiente para remediar

aguas contaminadas con arsénico.
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1.1. CONTAMINACION DE AGUA

El vertimiento de efluentes procedente de las actividades agropecuarias,
mineras, industriales y petroguimicas generan una serie de impactos
negativos sobre los ecosistemas acuéticos. 2> El agua es uno de los
elementos naturales que se encuentra en mayor cantidad en el planeta
Tierra. También es gran responsable de la posibilidad de desarrollo de
las distintas formas de vida: vegetales, animales y el ser humano. Los
organismos de todos los seres vivos estan compuestos de agua en una
alta proporcion, siendo que ésta es la que compone los musculos,

6rganos y los diferentes tejidos. Por esto, sin agua no es posible la vida.
23

1.2. METALES PESADOS Y METALOIDES

El vertimiento de efluentes procedente de las actividades agropecuarias,
mineras, industriales y petroquimicas generan una serie de impactos
negativos sobre los ecosistemas acuaticos. 2> El agua es uno de los
elementos naturales que se encuentra en mayor cantidad en el planeta

Tierra. También es gran responsable de la posibilidad de desarrollo de
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las distintas formas de vida: vegetales, animales y el ser humano. Los
organismos de todos los seres vivos estan compuestos de agua en una
alta proporcion, siendo que ésta es la que compone los musculos,

6rganos y los diferentes tejidos. Por esto, sin agua no es posible la vida.
23

1.3. FITORREMEDIACION

Las fitotecnologias se basan en los mecanismos fisioldgicos basicos que
tienen lugar en las plantas y en los microorganismos asociados a ellas,
tales como: traspiracion, fotosintesis, metabolismo y nutricién.
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 (rizofiltracion,
fitoestabilizacion y fitoinmovilizacion) o eliminacion (fitodegradacion,

fitoextraccion y fitovolatilizacion).?®

1.3.1. MECANISMOS DE FITORREMEDIACION

La fitoestabilizacion permite inmovilizar contaminantes en el
suelo a través de su absorcion y acumulacién en las raices o bien,
por precipitacion en la zona de la rizosfera. Este proceso reduce
la movilidad de los contaminantes y evita su migracién a las aguas
subterraneas o al aire.*

La fitoestabilizacion es efectiva en suelos de textura fina con alto
contenido de materia organica. 3! Se aplica principalmente en
terrenos extensos en donde existe contaminacion superficial. Esta
tecnologia tiene como ventajas, sobre otros métodos de remedidn
de suelos, que es de menor costo, facil de aplicar y estéticamente

agradable.
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Algunas plantas empleadas con fines de fitoestabilizacion son:

Hyparrhenia hirta (Pb);

Zygophyllum fabago (Zn);

Lupinus albus (Cd,As);

Anthyllis vulneraria (Zn, Pb, Cd);

Deschampsia cespitosa (Pb, Cd, Zn);

Cardaminopsis arenosa (Cd, Zn);

Horedeum vulgare, Lupinus angustifolius y Sécale cereale (As);
Lolium italicum y Festuca arundinaceae (Pb, Zn);

Brassica jincea (Cd, Zn, Cu, Mn, Fe, Pb). 3236

La rizofiltracion utiliza las plantas para eliminar del medio
hidrico contaminantes a través de la raiz.*” En la rizofiltracion
estas plantas se cultivan de manera hidropénica. Cuando el
sistema radicular esta bien desarrollado, las plantas se introducen
en el agua contaminada con metales, en donde las raices los
absorben y acumulan. A medida que las raices se van saturando,
las plantas se cosechan y se disponen para su uso final.% Existe
una gran cantidad de estudios relacionados con la capacidad de
acumulacion de contaminantes de diversas plantas acuéticas,

algunos ejemplos de ellas son:

- Scirpus lacustris (Cd, Cu, Pb, Mg, Fe, Se, Cr),

- Lemna gibba (Pb, As, Cu, Cd, Ni, Cr, Al, Fe, Zn, Mn),

- Azolla caroliniana (Hg, Cr Sr, Cu, Cd, Zn, Ni, Pb, Au, Pt),

- Elatine Manda (As),

- Wolffia papulifera (Cd),

- Polygonum punctatum (Cu, Cd, Pb, Se, As, Hg, Cr, Mn),

- Myriophylhum aquaticum, Ludwigina palustris y Mentha
aquatic (Cu, Zn, Mn, Fe, Ni) 418
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La fitoextraccion o fitoacumulacion consiste en la absorcion de
metales contaminantes mediante las raices de las plantas y su
acumulacion en tallos y hojas. El primer paso para la aplicacion
de esta técnica es la seleccion de las especies de planta méas
adecuada para los metales presentes y las caracteristicas del
emplazamiento. Una vez completado el desarrollo vegetativo de
la planta el siguiente paso es cortarlas y proceder a su incineracion
y traslado de las cenizas a un vertedero de seguridad. La
fitoacumulacion se puede repetir ilimitadamente hasta que la
concentracion remanente de metales en el suelo esté dentro de los

limites considerados como aceptables.*®
Algunas plantas empleadas para esta técnica fitocorrectiva son:

- Thlaspi caerulescens (Cd);

- Sedum alfredii, Viola baoshanensis y Vertiveria zizanioides (Zn,
Cd, Pb);

- Alyssum maurale, Trifolium nigriscens, Psychotria douarrei,
Geissois pruinosa, Homalium guillainii, Hybanthus floribundus,
Sebertia  acuminata, Stackhousia tryonii, Pimelea
leptospermoides, Aeollanthus biformifolius y Haumaniastrum
robertii (Ni);

Brassica jancea, Helianthus annuus, Sesbania
drummondii (Pb); Brassica napus (Cu, Pb, Zn); vy Pistia
stratiotes (Ag. Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn).%%" La
fitovolatilizacién se produce a medida que los arboles y otras
plantas en crecimiento absorben agua junto con contaminantes
organicos e inorganicos. Algunos de estos pueden llegar hasta las
hojas y evaporarse o volatilizarse en la atmosfera.’ Mediante este
proceso se han eliminado contaminantes como: compuestos
organicos volétiles (benceno, nitrobenceno, tolueno, etilbenceno

y m-xileno), As, Se y Hg. "#7*En la fitodegradacion las plantas y
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los microorganismos asociados a ellas degradan los
contaminantes organicos en productos inofensivos, o bien,
mineralizarlos hasta CO.y H20. En este proceso los
contaminantes son metabolizados dentro de los tejidos vegetales
y las plantas producen enzimas como la dehalogenasa y la
oxigenasa, que ayudan a catalizar la degradacion. ™ La
fitodegradacion se ha empleado para la remocidn de explosivos
como el TNT, hidrocarburos halogenados, Bisfenol A, PAHs y
pesticidas organoclorados y organofosforados "7 La
fitoinmovilizacién provoca la sujecion y reduccion de la
biodisponibilidad de los contaminantes mediante la produccion
de compuestos quimicos en la interfaz suelo-raiz, los que
inactivan las substancias tdxicas, ya sea por procesos de
absorcion, adsorcion o precipitacion. &

TABLA 1.1 Mecanismos de fitorremediacion.8!

PROCESO MECANISMO CONTAMINANTES

] — Organicos e
FITOESTABILIZACION Complejacion .

Inorganicos

FITOEXTRACCION Hiperacumulacion Inorganicos

) I ’ ) Organicos e
FITOVOTALIZACION Volatilizacion a través de las hojas o

Inorganicos

) ; . Organicos e
FITOINMOVILIZACION Acumulacion en la rizosfera o

Inorganicos

) Uso de plantas y microorganismos .
FITODEGRADACION . . Organicos
asociados para degradar contaminantes

Uso de raices para absorber y adsorber Organicos e

RIZOFILTRACION i o
contaminantes del agua Inorgénicos
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FIGURA 1.1 Mecanismos de Fitorremediacion.??

1.3.2. FITOEXTRACCION DE METALES Y METALOIDES

El término fitoextraccion se refiere principalmente a la
eliminacion de metales pesados o radionuclidos del suelo por
medios de las capacidades de absorcion de las plantas. Las plantas
pueden acumular metales pesados esenciales para el crecimiento
y el desarrollo como Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Mo y Ni. Ademas,
algunos de ellos tienen la capacidad de acumular metales pesados
que no se conocen sus funciones bioldgicas tales como As, Cd,
Cr, Pb, Co, Ag, Se y Hg.®

La fitoextraccién de metales pesados representa uno de las
mayores oportunidades econdmicas para la fitorremediacion
debido al tamafio y alcance de problemas asociados con el suelo
contaminado con metales y la ventaja competitiva que ofrece la

tecnologia de remediacion. ® La eficiencia de la fitoextraccion
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depende de muchos factores como la biodisponibilidad de los
metales pesados en el suelo, las propiedades del suelo, la
especiacion de los metales pesados en el suelo y las especies
predominantes para absorcion en la plantas. Las plantas
adecuadas para fitoextraccion deberian tener las siguientes

caracteristicas 858

- Alta tasa de crecimiento y desarrollo.

- Alta produccion de biomasa.

- Ampliamente distribuida y sistema radicular muy ramificado.

- Capacidad de acumulacién de metales pesados.

- Translocacion de metales pesados de raiz a parte aérea de la
planta.

- Tolerancia a los efectos toxicos de los metales pesados.

- Resistencia a patogenos y plagas.

- Facil de cultivar y cosechar.

- Repulsion a los herbivoros para evitar la contaminacion a la

cadena alimenticia.

1.3.3. ABSORCION DE ARSENICO EN PLANTAS

La absorcion radicular es la via mayoritaria de entrada a la planta
de muchos elementos y es necesario que el elemento en cuestion
se encuentre disuelto para ser absorbido por la planta.®

Los iones solubilizados en la zona de la raiz entran en ella gracias
al movimiento del flujo del agua o por difusion entre la solucién
que hay dentro del apoplasto de la raiz y la circundante.
Estructura simplificada del corte de una raiz vegetal tipo.
(FIGURA 1.2).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

Symplastic and
transmembranc
pathways

Apoplast pathway

FIGURA 1.2 Estructura de la raiz vegetal. Se detallan con flechas las

vias de absorcion por la raiz apoplastica y simplastica.®

La solucidn y los iones disueltos pueden entrar directamente via
simpléastica (entrada dentro de las células) o apopléstica, en un
flujo desde la epidermis hasta la Banda de Caspari a través del
espacio libre intercelular.

La Banda de Caspari obliga a los elementos quimicos a continuar
el camino por la via simplastica, es decir, a penetrar en el interior
de las células vegetales. A nivel de la membrana celular la entrada
de los iones (absorcion) se produce de forma general mediante
proteinas transportadoras. El paso de los iones se puede producir
por transporte pasivo (difusion facilitada a favor de gradiente) o
activo (en contra de gradiente con gasto de energia). Aunque hay
distintos tipos de transportadores de membrana, en el caso del
arsénico hay dos que tienen un papel fundamental en su

absorcion: las acuaporinas y los transportadores de fosfato.
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Las acuaporinas son canales de entrada de agua por los que
pueden entrar otras moléculas no cargadas, como el acido
arsenioso.

Varios autores han comprobado la implicacion de las acuaporinas
en la absorcion de arsenito. 929

Experimentalmente se ha comprobado también que el arsenito
comparte vias de entrada y transporte con el silicio en plantas de
arroz, ® debido a que existe un grupo de acuaporinas (NIPs) que
juegan un papel fundamental en la absorcion de moléculas sin
carga como glicerol, amoniaco y &cido borico, silicico y
arsenioso.®® Mientras, los transportadores de fosfato (de los que
hay distintos tipos con distinta afinidad) pueden permitir la
entrada de arseniato en muchas especies vegetales. Estudios
fisiologicos han demostrado el papel principal de estos canales
fosfato para la absorcion de arseniato por las raices vegetales.®®
97

El mecanismo de absorcion de fosfato/arseniato implica un
cotransporte del anidn y protones, con una estequiometria de 2
H* por cada anion.* Hasta el momento no se ha descrito ningdn

transportador especifico para la absorcién de arsénico.

1.3.4. ACUMULACION Y TRANSPORTE DE ARSENICO EN
PLANTAS

Una vez en el interior de la célula, el arseniato es reducido a
arsenito gastando glutation reducido:

AsOs2+2GSH —> AsO3® + GSSG
Catalizado por la actuacion de arseniato reductasas.®® Asi se ha
comprobado que la mayoria del arsénico en tejidos vegetales esta
presente en la forma de arsenito, * independientemente de lo que

hubiese en la solucién de cultivo.
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Esta forma tiene una alta afinidad por los grupos tiol —SH y suele
ser complejada y almacenada en la vacuola, pero también puede
transportarse via xilema a otros tejidos vegetales. EI movimiento
xilematico estd gobernado por el flujo de agua creado por la
corriente de transpiracion, pero también estd mediado por
proteinas transportadoras de membranas. Recientemente se ha
descrito un transportador localizado entre la exodermis y
endodermis vegetal (Lsi2), inicialmente implicada en la nutricion
de silicio, que permite la entrada de arsenito hacia el xilema.%

El transporte de arsénico en la mayoria de especies vegetales no
es generalmente muy efectivo y suele permanecer en las raices,
excepto en aquellas plantas con una capacidad excepcional de
acumular arsénico en parte aérea. La acumulacion de arsenito en
vacuola puede influir en la baja tasa de llegada del arsenico al
xilema, *® lo que puede proteger a zonas sensibles de la parte aérea
de la llegada del elemento tdxico. El transporte xilematico de
arsénico tiene gran importancia porque va a determinar la
distribucion y localizacion del metaloide en la planta. Dicho
transporte ha sido estudiado intensamente en los Gltimos afios con
resultados interesantes, aungue contradictorios en algunos
aspectos. La reduccién de As(V) a (Ill) en la raiz parece un
proceso clave para bloquear el transporte de As en muchas
especies vegetales.

El fosfato es un anion altamente movil en planta, por lo que cabria
esperar por analogia que el arseniato lo sea también.

Dicha hipotesis fue comprobada en plantas mutantes de A.
thaliana cuya arseniato reductasa habia sido silenciada, que
tuvieron un ratio [As]parte Aérea:[AS]raiz 25 veces mayor que las
plantas silvestres.%

Dichos autores sugirieron que el aumento de dicha relacién se

debia a la mayor proporcion de As (V) en la raiz disponible para
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el transporte via xilema, presumiblemente a través de las vias del
fosfato.

La mayoria del arsénico en plantas no acumuladoras se encuentra
en forma de As(l1), 1°*1% por lo que dicha reduccién a nivel
radicular podria estar relacionada con algun mecanismo
fisiologico en las plantas que limite el flujo del As en el xilema'y
proteja la parte aérea del metaloide. Adicionalmente, la mayoria
del arsénico en raiz se encuentra en forma complejada en plantas,
104 y se ha observado una correlacion negativa entre el porcentaje
de arsénico complejado por grupos —SH en la raiz y la
translocacion del arsénico hacia la parte aérea. % A este respecto,
106 nostulan que el arsénico complejado no es transportado por la
via xilematica.

En cualquier caso, tanto en plantas no acumuladoras como
acumuladoras parece que el arsénico se almacena en la vacuola
vegetal una vez dentro del citoplasma celular, para impedir su
interferencia en el normal funcionamiento celular.®®

Aungue para arsénico no se ha descrito ningdn mecanismo
similar hasta la fecha, cabe destacar que para otros elementos
traza se ha descrito como hay tejidos menos activos
metabolicamente que son susceptibles de almacenar el elemento
toxico de forma menos dafiina para la planta, como son tejidos
epidérmicos*?’ o senescentes.%®

Las concentraciones de arsénico en parte aérea excepcionalmente
superan 2 mg.g de arsénico. 1% Desde el punto de vista agricola,
existe un problema en las zonas que son inundadas con aguas
cargadas con arsénico ya que los cultivos pueden contener
cantidades del metaloide que los hacen peligrosos para la

alimentacion. 1°
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1.3.5. MECANISMOS DE ABSORCION, TRANSLOCACION Y
DETOXIFICACION DE ARSENICO EN PLANTAS.

Las plantas toman el arseniato y arsenito a través de los
transportadores de fosfato o acuagliceroporinas respectivamente.
Las plantas pueden absorber pequefias proporciones de arsénico
organico, pero no se conoce a través de qué transportadores. El
arseniato se reduce mayoritariamente en la raiz mediante la accion
de arseniato reductasas y la presencia de GSH reducido. El arsenito
radicular puede ser bombeado hacia el exterior. Solo una pequefia
parte del arsénico absorbido es transportado via xilema en la
mayoria de las especies vegetales, aunque los hiperacumuladores
consiguen translocar efectivamente el arsénico. EI arsénico es
complejado en planta por compuestos ricos en azufre como
glutation y fitoquelatinas. Estos complejos y/o el As (ll1) libre
pueden secuestrarse en la vacuola. El transporte de raiz a parte
aérea (marcado en rojo y azul) es un punto diana sobre el que
trabajar en biologia molecular para la mejora de cultivos (impedir
la translocacion) o la hiperacumulacién (mejorar el transporte en la

planta).

1.3.6. SALIDA ACTIVA DE ARSENICO (EFFLUX)

El arseniato que entra en las células puede ser parcialmente
expulsado *°® de modo similar a lo que sucede con el fosfato a altas
concentraciones.!! Sin embargo, conviene recordar que una vez ha
entrado en la planta, el arseniato se reduce répida y
mayoritariamente a arsenito. Por tanto, independientemente de la
forma de entrada, una vez en las células de la raiz el As (1) es

mayoritario.}'? Aunque este mecanismo no ha sido completamente
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establecido, ® en una reciente revision han recopilado la
informacion existente acerca de este tema.

La salida activa de arsenito se ha observado en varias especies
vegetales crecidas en hidroponia: trigo, cebada, maiz, tomate, H.
lanatus o Arabidospsis thaliana. Las evidencias fisioldgicas
indican que la salida es activa y dependiente de un gradiente de
protones del metabolismo celular. Todavia no se ha demostrado
una relacion directa entre un mayor flujo de salida y mayor
tolerancia de una poblacion vegetal, pero en microorganismos si.
13 En estudios en suelo existen también evidencias de una
acumulacion de arsenito en las cercanias de la raiz de girasol y
maiz. 114115 Se estima que pueda llegar a expulsarse el 50-80% del
arsénico absorbido por las raices mediante este mecanismo en
plantas no acumuladoras. %

Por otro lado, si se ha demostrado que los hiperacumuladores no

expulsan arsénico al medio externo por la raiz.*®
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FIGURA 1.3 Esquema sobre los mecanismos de absorcion,

translocacion y detoxificacion de arsénico en plantas.®

1.3.7. SALIDA ACTIVA DE ARSENICO (EFFLUX)

El arseniato que entra en las células puede ser parcialmente
expulsado % de modo similar a lo que sucede con el fosfato a altas
concentraciones.!!! Sin embargo, conviene recordar que una vez ha
entrado en la planta, el arseniato se reduce rapida y
mayoritariamente a arsenito. Por tanto, independientemente de la
forma de entrada, una vez en las células de la raiz el As (IlI) es
mayoritario.*? Aunque este mecanismo no ha sido completamente
establecido, ® en una reciente revision han recopilado la

informacién existente acerca de este tema.
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La salida activa de arsenito se ha observado en varias especies
vegetales crecidas en hidroponia: trigo, cebada, maiz, tomate, H.
lanatus o Arabidospsis thaliana. Las evidencias fisiologicas
indican que la salida es activa y dependiente de un gradiente de
protones del metabolismo celular. Todavia no se ha demostrado
una relacién directa entre un mayor flujo de salida y mayor
tolerancia de una poblacion vegetal, pero en microorganismos si.
13 En estudios en suelo existen también evidencias de una
acumulacion de arsenito en las cercanias de la raiz de girasol y
maiz. 114115 Se estima que pueda llegar a expulsarse el 50-80% del
arsenico absorbido por las raices mediante este mecanismo en
plantas no acumuladoras. %

Por otro lado, si se ha demostrado que los hiperacumuladores no

expulsan arsénico al medio externo por la raiz.%

1.3.8. SINTOMAS VISUALES DE DEFICIENCIA DE
NUTRIENTES

La reduccion del crecimiento es uno de los sintomas visuales que
se atribuyen al arsénico. Tanto arseniato como arsenito provocaron
la reduccién del crecimiento en especies vegetales cultivadas en
hidroponia como Holcus lanatus, Lupinus albus o Triticum
aestivum. 116104 118 Eny ¢ caso del arseniato algunos autores han
relacionado esta reduccion con la disminucion de la concentracion
de fosforo provocada por altas dosis de arsénico. Los sintomas que
provoca el arseniato son la reduccion de la elongacion radicular, 112
la falta de ramificacion radicular, clorosis en las hojas, % 120
marchitamiento foliar, o el achaparramiento e incluso la necrosis
en la parte aérea. Los dafios producidos en la raiz y las hojas
dificultan el flujo normal de agua en la planta.
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La nutricion mineral vegetal se ve afectada de forma inespecifica
por muchos elementos toxicos mediante la alteracion de los
procesos de transporte a través de la membrana celular, ademas de
por los efectos sobre la traspiracion vegetal. El efecto mas
destacable producido por el arsénico es aquel derivado de las
similitudes que tienen los aniones arseniato y fosfato. EI suministro
de arseniato provoca un descenso de los niveles de fosforo en las
plantas, debido a que ambos iones entran por el mismo
transportador de membrana. %1% Adicionalmente se han detectado
otras alteraciones nutricionales derivadas de la presencia de
arsenico en el medio en que vivian las plantas como descenso de
Mn, Cu, N, Zn'y Mg 17119

Como ya se ha dicho, el arsénico provoca clorosis en las hojas. El
suministro de arsenico causo la disminucion de los niveles de
clorofilas.*® Aunque hay muchos motivos para esta clorosis (como
deficiencia de Fe), en el caso del arsénico se atribuye directamente
a la inhibicion de la sintesis del pigmento. En dicho estudio, las
causas de dicha inhibicion son una limitada disponibilidad del
acido d-aminolevulinico (que es un precursor de la clorofila) y las
alteraciones producidas sobre las proteinas ricas en grupos tioles.
Alteracién del metabolismo y alteraciones genéticas Tedricamente
el arseniato puede sustituir al fosfato en metabolitos y procesos
metabolicos. Asi, dentro del citoplasma el arseniato compite con el
fosfato por en las reacciones de fosforilacion, por ejemplo en la
sintesis de ATP, pudiendo formar ADP-As altamente inestable que
altera el ciclo energético celular. %

El arsenito tiene una alta afinidad por los grupos —SH de las
biomoléculas (enzimasy proteinas), puede unirse facilmente a ellos
e inhibir su funcion.'!2 Tanto As (11I) como As (V) son

mutagénicos y pueden dafiar el genoma. Se ha sugerido que la
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presencia de biomoléculas reparadoras de la cromatina son capaces

de aumentar la tolerancia de las plantas a arsénico. %

1.3.9. VENTAJAS Y LIMITACIONES DE LA
FITORREMEDIACION

VENTAJAS:

» Se puede realizar in situ y ex situ.

» Se realiza sin necesidad de trasportar el sustrato contaminado, con
lo que se disminuye la diseminacion de contaminantes a traves
del aire o del agua.

» Es una tecnologia sustentable.

Y

Es eficiente tanto para contaminantes organicos como
inorganicos.

Es de bajo costo.

No requiere personal especializado para su manejo.

No requiere consumo de energia.

Solo requiere de practicas agrondémicas convencionales.

Es poco perjudicial para el ambiente.

YV V V V V V¥V

Actua positivamente sobre el suelo, mejorando sus propiedades
fisicas y quimicas, debido a la formacion de una cubierta vegetal.
» Tiene una alta probabilidad de ser aceptada por el publico, ya que
es estéticamente agradable.

» Evita la excavacion y el trafico pesado.

Y

Se puede emplear en agua, suelo, aire y sedimentos.

> Permite el reciclado de recursos (agua, biomasa, metales). 1%

LIMITACIONES:
» En especies como los arboles o arbustos, la fitorremediacion es

un proceso relativamente lento.
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> Se restringe a sitios de contaminacion superficial dentro de la
rizosfera de la planta.

» El crecimiento de las plantas esta limitado por concentraciones
toxicas de contaminantes, por lo tanto, es aplicable a ambientes
con concentraciones bajas de contaminantes.

» Enel caso de la fitovolatilizacion, los contaminantes acumulados
en las hojas pueden ser liberados nuevamente al ambiente.

» Los contaminantes acumulados en maderas pueden liberarse por
procesos de combustion.

» No todas las plantas son tolerantes o acumuladoras.

» La solubilidad de algunos contaminantes puede incrementarse,
resultando en un mayor dafio ambiental o migracion de
contaminantes.

» Se requieren areas relativamente grandes.

» En sistemas acuéaticos se puede favorecer la diseminacion de

plagas, tales como los mosquitos.*?!

1.4. Rosmarinus officinalis L. (ROMERO)

Conocido como romero, es una especie de planta perenne, silvestre en
la cuenca mediterranea. 22 Debido a sus actividades antibacterianas y
antioxidantes, los aceites esenciales de romero son ampliamente
utilizados en la industria farmacéutica, cosmética y alimenticia. 12312
Por otra parte, la gente del Mediterrdneo comunmente lo utilizaba para
cocinar como hierba, asi como té de hierbas y algunos de ellos utilizan
su aceite esencial para tratamientos terapéuticos entre las actividades
antiespasmodicas, diuréticas y coleréticas.

Durante la edad media, se pensaba que el romero poseia propiedades
magicas. De hecho, en el siglo X1V, esta planta fue registrada como uno
de los componentes principales de la formula acuatica de la Reina de
Hungria, pensada para mantener la apariencia juvenil mucho mas alla

del tiempo normal. 1% El aceite esencial de romero también se utiliza
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cominmente en la mejora de los alimentos. 2 Generalmente se
encuentra de forma silvestre en zonas rocosas y arenosas cercanas al
mar pero debido a su adaptabilidad y poca exigencia para cultivarse se
reproduce con facilidad en otras zonas. El romero pertenece a la familia
Lamiaceae Labiatae Labiadas), es una planta arbustiva con tallos
prismaticos, las hojas son estrechas, agudas y pequefias, tienen forma
de espigas de color verde brillante con margenes revolutos y tallos
lefiosos y ramificados.?” 128 E| tamafio varia de 0.5 a 1 metro de altura,
florece dos veces al afio en primavera y otofio, las flores se caracterizan

por un color azul claro con pequefias manchas violetas.*?

1.4.1. TAXONOMIA DE Rosmarinus officinalis L. (ROMERO)

Rosmarinus officinalis fue descrita por Carlos Linneoy

publicado en Species Plantarum. **°

TABLA 1.2 Clasificacion Taxondémica del Rosmarinus officinalis L.130

NOMBRE COMUN Romero
NOMBRE CIENTIFICO Rosmarinus Officinalis
FAMILIA Lamiaceae
CLASE Magnoliopsida
GENERO Rosmarinus
ORDEN Lamiales
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FIGURA 1.4 Imagen de la planta de romero Rosmarinus officinalis L.13!

1.4.2. COMPOSICION QUIMICA DEL ROMERO

En la planta se han reportado diversos compuestos quimicos los
cuales han sido agrupados de manera general por diversos autores
en acidos fenolicos, flavonoides, aceite esencial, &cidos
triterpénicos y alcoholes triterpénicos. 132134 ¢] aceite esencial de
romero es el componente mas estudiado cualitativamente, algunas
de las principales estructuras quimicas activas se muestran en la
(FIGURA 1.5).

Diferentes trabajos de investigacion afirman que dependiendo del
lugar geografico donde crezcan las plantas bajo condiciones de
tipo de suelo, clima y altura sobre el nivel del mar generan
diferentes cambios en cantidad y tipos de moléculas bioactivas
presentes, por ejemplo las variedades de romero originarias de
Portugal se caracterizan por poseer altas cantidades de mirceno,
mientras que en Francia es el alcanfor y en Marruecos el cineol
los que se encuentran en mayor concentracion. *> 1*¢ De manera
general, la composicion quimica del aceite esencial de romero ha
sido descrita en trabajos que indican el tipo de moléculas activas

presentes. Se ha identificado la presencia de a-pineno, f-pineno,
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canfeno, ésteres terpénicos como el 1,8-cineol, alcanfor, linalol,
verbinol, terpineol, carnosol, rosmanol, isorosmanol, 3-octanona,
isobanil-acetato y B-cariofileno; los acidos vanilico, caféico,
clorogénico, rosmarinico, carndsico, ursélico, oleandlico,
butilinico, betulinico, betulina, a-amirina, 3-amirina, borneol, y
acetato de bornilo. 3" 13 En el caso de las hojas del romero
prevalece un alto contenido de acido rosmarinico y su derivado
rosmaricina, también esta presente el acido carnésico que se
caracteriza por ser inestable, su degradacion se da por incremento
de la temperatura y exposicion a la luz; en presencia de oxigeno
puede oxidarse para formar carnosol, rosmanol, epirosmanol y 7-

metil-epirosmanol 14144

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
NiE CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

H.C" CH, O

Acido carnodsico Carnosoal

Pr-i
o
[=] OH
Epiros ol Rosmaridifenol
o On Ot
Ho ,@"‘\\\«4 oK
O~

Acido rosmarinico

FIGURA 1.5 Estructura quimica de acido carndsico, carnosol,
epirosmanol, rosmaridifenol, é&cido rosmarinico, compuestos activos
encontrados en Rosmarinus officinalis L. 13°140
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1.5. ARSENICO

El arsénico (As) ocupa el lugar 20 en abundancia de los elementos en
la corteza terrestre y se distribuye de manera no uniforme por todo el
mundo, dependiendo de la region geografica, caracteristicas
geoquimicas del suelo y actividad industrial. 145147

Alrededor de un tercio del arsénico presente en la atmosfera proviene
de fuentes naturales como reacciones ambientales, actividad bioldgica,
emisiones volcanicas, y el resto proviene de un amplio rango de
actividades antropogénicas.148 149

El arsénico se encuentra presente en la atmdsfera, suelo, rocas, cuerpos
de agua, minerales y organismos de formasinorganica, organica y
metilada. 1°9-1%2

La problematica del arsénico es el resultado de su facil movilizacion
bajo condiciones naturales. Sin embargo, el hombre ha tenido un
importante impacto en la generacion de formas toxicas del arsénico a
través de la actividad minera, uso de combustibles fésiles, de pesticidas
organicos, herbicidas y desecantes agricolas, asi como el uso del

arsénico como un aditivo de alimentos para ganado y aves de corral
148,151, 153,154

1.5.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL ARSENICO

El arsénico es el 53° elemento méas abundante de los 92 que se
encuentran de forma natural en la corteza terrestre.**

Pertenece al grupo 15 de la Tabla Periddica. Sus propiedades se
encuentran entre las de los metales y las de los no metales, por lo
que es considerado como un elemento semimetalico o metaloide.
Tiene un numero atomico de 33, una configuracion electronica
[Ar]3d%4s24p3, y presenta cuatro estados de oxidacion (-1, 0, I11
y V). Existe un uUnico is6topo natural y estable de arsénico, el
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75As. El arsénico es un sélido que presenta dos formas
alotropicas cristalinas a presion ordinaria. La mas importante es
el arsénico gris, una forma metalica estable, fragil, quebradiza, de
brillo metalico, de estructura romboédrica y conductora del calor
y de la electricidad.

Tiene una densidad de 5,72 g cm™ y sublima a 603 °C, con un
punto triple de 817 °C a 3,70 MPa. El arsénico gris recién cortado
posee un caracteristico brillo metalico, pero se torna opaco al
exponerlo al aire. Al calentarse, se oxida rapidamente a Oxido de
arsénico (Ill), que es muy venenoso. La segunda forma
alotropica, el arsénico amarillo, se obtiene por enfriamiento
brusco del vapor procedente de la sublimacién del arsénico gris,
constituido por moléculas tetraédricas de arsénico.

El arsenico amarillo presenta estructura cibica, no conductora,
inestable, trasldcida y de baja densidad (1,97 g cm™), que revierte
a la forma gris al exponerlo a la luz o al calor. Ademas de estas
dos formas cristalinas, se conoce una variedad amorfa, el arsenico
negro, que es un solido no metalico que presenta tres
modificaciones diferentes dependiendo de la temperatura, y que

da lugar al arsénico gris si se calienta por encima de 270 °C. ¢

1.5.2. COMPUESTOS DE ARSENICO

El arsénico se puede encontrar en diferentes estados de oxidacion:
arseniato As (V), arsenito As (I11), As elemental (0) y arseniuro
As (-111); ™% encontrandose mas frecuentemente como arsenito o
arseniato. EIl arsenito es 70 veces mas toxico que las especies
metiladas y 10 veces mastoxico que el arseniato, el cual es poco
soluble en agua y, por tanto, menos biodisponible. %4157

Cuando el arsénico se encuentra en formas insolubles, como un

mineral en combinacion con sulfuro y hierro: oropimente (por
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ejemplo: trisulfuro de arsénico As,Sz) y rejalgar (por ejemplo:
Arsenopirita FeAsS), no se considera tdxico. En cambio, cuando
se encuentra en formas solubles, como As (111) y As (V), es tdxico
para los organismos vivos.4

La presencia de As (V) y As (I11) depende de factores fisicos,
quimicos y biolégicos, en este ultimo, los microorganismos
juegan un papel fundamental, ya que muchas bacterias son
capaces de transformar As (I11) a As (V) y viceversa, como un
mecanismo de defensa de algunas especies bacterianas.'%® 1 E|
estado de oxidacion del arsénico y su movilidad se controlan
fundamentalmente por las condiciones redox (potencial redox Eh)
y el pH (FIGURA 1.6).

En sistemas acuosos, el arsénico se encuentra, en general, como
especie disuelta, formando oxianiones. El As (I11) se encuentra
como H3AsOs y sus correspondientes productos de disociacion
(HaAsOs *, H2AsO3, HAsO; 2 y AsOs ), los cuales, en

condiciones oxidantes, son dominantes a pH alcalinos.
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FIGURA 1.6 Eh (potencial redox) y pH de las especies acuosas
de arsénico en un sistema As-O2-H20 a 25 °Cy 1 bar de presion
total. 160

Sin embargo la forma sin carga del As (I11) [As(OH)3] es dominante
en ambientes reducidos y anoxicos, siendo asi el mas toxico y dificil
de eliminar.

Por su parte el As (V) esta presente en la forma HsAsOs y sus
correspondientes productos de disociacion (H2AsOs, HAsOs2 y
AsO43), siendo dominante bajo condiciones oxidantes a pH acidos
en ambientes acuosos y aerdbicos. 148 1%0.161. 162 (F|GURA 1.7).

La comprension del comportamiento geoquimico del arsénico y su
movilizacion esimportante para el desarrollo de estrategias que
ayuden en la descontaminacién de agua y suelo afectados por la

contaminacion de arsénico.63
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FIGURA 1.7 Especiacion de a) arsenito y b) arseniato en funcion del pH. Las
condiciones redox se han elegido de tal manera que el estado de oxidacion
indicado domina la especiacién en ambos casos.*6°

1.5.3. TOXICIDAD DE LAS ESPECIES DE ARSENICO

El arsénico (As) es considerado dentro de las toxinas esenciales
porgue se requiere en pequefias cantidades para el crecimiento y
el metabolismo, pero es toxico en altas concentraciones.'®* La
toxicidad para los humanos de un compuesto con arsenico
depende en gran medida de su forma quimica, diferenciandose
dos grupos de compuestos: inorganicos y organicos. Los
compuestos inorganicos del arsénico son los mas toxicos y
aparecen, sobre todo, en aguas, donde se encuentran
principalmente en forma de pentoxido de arsénico (As20s) o

trioxido de arsénico (As20s3).
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La toxicidad de estos compuestos depende del estado de
oxidacion, estado fisico, solucion o tamafio de las particulas de
polvo, la velocidad de absorcién en las células, la velocidad de
eliminacion y la solubilidad en el medio bioldgico. Ademas, la
exposicion a compuestos de arsénico inorganico se ha asociado a
diversos tipos de canceres como de higado, pulmones y piel, asi
como a diabetes. 12 Por otra parte, los compuestos organicos de
arsénico se encuentran frecuentemente en alimentos y suponen la

via principal de exposicion de la poblacion al arsénico. 165166

La escala de toxicidad de los compuestos de arsenico decrece en
el siguiente orden: arsina (HsAs) > arsenito (As Ill) > arseniato
(As V) > compuestos arsenicales > arsénico elemental. El
arsénico elemental no es comun y las arsinas orgénicas solo se
encuentran en ambientes muy reducidos. >0 167 De todos los
compuestos de arsénico, el gas arsina se considera la forma mas
toxica, seguida del arsenito, arseniatos y los compuestos
organicos del arsénico. La arsina es un gas incoloro mas denso
que el aire, el cual se forma al contacto del hidrogeno con el
arsénico. El gas ingresa al organismo por via respiratoria y pasa
directo a la circulacion, donde actia enziméaticamente sobre la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de los eritrocitos, oxidando la
hemoglobina y formando metahemoglobinuria, reduciendo en
forma dréstica el contenido de glutacion de los glébulos rojos, lo
que la convierte en uno de los agentes hemoliticos mas
potentes.’®® EI As (I11) entra en las células a un pH neutro por
acuagliceroporinas (proteinas de transporte de glicerol) en
bacterias, levaduras ymamiferos, y su toxicidad reside en su
capacidad para unirse a los grupos sulfhidrilo de los residuos de
cisteina en las proteinas, lo que las inactiva y lo hace altamente

téxico.
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También actia como disruptor enddcrino mediante la unién a
receptores hormonales e interfiere con la sefializacion de las
células. 146150164 por sy parte, la toxicidad del As (V) se debe
principalmente a que puede sustituir alfosfato, pues posee una
estructura andloga y, por consiguiente, puede inhibir la
fosforilacion oxidativa y entrar a las células a través del sistema

de transporte del fosfato. 146:1°0. 169
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. EQUIPOS

e Bombas de aire SB-108) Sobo®

e Balanza analitica OhausPioneer® Tm

e Centrifuga

e Digestor microondas MARS 6 CEM®

e Equipo Easy Purell Merck® (agua 18.2 MQ)

e Equipo ultrasonida Brandson® 2510-E

e Estufa de esterilizacion

e Estacion voltamperometrica 979 VA Computrace
Metrohm®

e Espectrofotdmetro UV-Vis Cary 60 Agilent®

e Pipetas automaticas de 20 upL, 200 pL y 1000 pL
(Eppendorf)

e pHmetro digital (827 pH, Metrohm)

e Refrigeradora

e Licuadora Oster®
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2.1.2. MATERIAL VEGETAL

e Rosmarinus officinalis L. (Romero)

2.1.3. MATERIAL DE VIDRIO
e Bagueta
e Estanques de vidrio
e Fiolas (10 mL, 25 mL y 1000 mL)
e Pipetas graduadas (1 mL, 2 mLy 10 mL)
e Pipetas volumétricas (1 mL, 2 mL y 10 mL)
e Probeta graduada (50 mL)
e Tubos de ensayo (13 x 100 mm)
e Vaso precipitado (100 mL y 250 mL)

2.1.4. REACTIVOS
e Acido clorhidrico 60% suprapuro (cc). Merck®
e Acido nitrico 65% suprapuro (cc). Merck®
e Agua destilada
e Agua potable
e Agua ultrapura (18.2 MQ)
e Cloruro de potasio 3M
e Metanol p.a. Merck®
e Nitrogeno UHP (99,9999%)
e Solucion estandar de selenio suprapuro. Merck®
e Solucion estandar de cobre suprapuro. Merck®
e Solucidn estandar de arsénico suprapuro. Merck®

e Solucion hidropdnica nutritiva La Molina®

2.1.5. OTROS
e Bandejas de poliestireno expandido (tecnopor)

e Balde de plastico
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e Espatula de plastico

e Gradilla para tubo de ensayo

e Guantes de latex

e Mortero

e Papel aluminio

o Papel kraft

¢ Piedras difusoras expandidas

e Polietileno (20 mm)

e Recipientes de plastico grandes (38 cm x 75 cm x 14 cm)
e Recipientes de plastico pequefios
e Tipsde5-20 uL y de 100-1000 pL

e Vasos de digestion de teflon
2.2. METODOLOGIA

2.2.1. RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL
La especie vegetal Rosmarinus officinalis L. (Romero) sera
recolectada de la huerta familiar ubicado en el distrito de Cayma,
provincia de Arequipa, region Arequipa.

2.2.2. IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL
La identificacion de la especie vegetal sera realizada en

HERBARIUM AREQUIPENSE (HUSA) ubicado en la ciudad de

Arequipa, para su respectiva clasificacion taxonomica.
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2.2.3. DISENO Y CONSTRUCCION DE UN SISTEMA DE
CULTIVO HIDROPONICO

Se disefiara y construira estanques de vidrio que contendran la
solucion nuritiva. Se realizara un sistema de cultivo hidroponico
de raiz flotantes, las plantas se encontraran en una lamina de
tecnopor que flota sobre la solucion nutritiva, de modo que sus
raices se encontraran sumergidas dentro de la solucion. A traves
de una bomba de aire acoplado con piedras difusoras se
proporcionara homogeneamente a las raices el oxigeno necesario

para su optimo desarrollo.
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2.2.4. PROPAGACION DE Rosmarinus officinalis L. (ROMERO).

La técnica de propagacion para obtener nuevos ejemplares que se
utilizara es la division.r’® Consistira en dividir una planta en dos
0 mas ejemplares, se utilizardn ejemplares que se encuentren en
buen estado fisioldgico y vegetativo. EIl primer paso que se
realizara en el proceso de division de una planta es quitar el
ejemplar del lugar donde esta plantado. Para ello conviene retirar,
si no el cepelldn entero, al menos buena parte de él, para no dafiar
las raices, deberd encontrarse el sustrato himedo. Es fundamental
tener el mayor cuidado para no dafar la planta al quitarla. Se debe
sostener desde la base del tallo, que es la parte mas fuerte y
resistente. Para sacar las plantas hay que sostenerla desde la base
del tallo, que es la parte més fuerte y resistente del ejemplar. Una
vez que la planta esté fuera, se debe retirar con los dedos la tierra
que cubre las raices principales, con cuidado de que estas no
resulten dafiadas. Proceder rapidamente debido al estrés que
sufre la planta al momento de retirarla. Las raices en mal estado
tendran que ser cortados, desenredar las raices si es que estan
muy enmarafiadas.

Se realizara la division correspondiente se separan los tallos y las
raices a partir de las cuales se obtendran los nuevos ejemplares.
Enjuagar las plantas con agua potable posteriormente se tomaran

muestras homogéneas para su analisis quimicos.

2.2.5. SISTEMA HIDROPONICO PARA LA
FITORREMEDIACION DE ARSENICO

Posteriormente se procedera a colocarlas en un tipo de sistemas

nutritivo hidropoénico a diferentes concentraciones para su

adaptacion y desarrollo durante un periodo de 30 dias.
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Se realizard tres tratamientos empledndose la Solucion Nutritiva
La Molina®.

e Primer tratamiento T1 al 75 % de la concentracién de la solucion
nutritiva La Molina®.

e Segundo tratamiento T2 al 50 % de la solucion de la
concentracion de la solucion nutritiva La Molina®.

e Tercer tratamiento T3 al 25 % de la solucidon de la concentracién

de la solucién nutritiva La Molina®.

2.2.6. VOLTAMPEROMETRIA

2.2.6.1. CALIBRACION ELECTRICA

Test de la linealidad

Se conectara la celda al soporte 797 VA uniendo el cable
del electrodo auxiliar AE al conector AE, el cable del
electrodo de referencia RE al conector RE, el cable del
electrodo de trabajo WE al conector WE-L. Se utilizara el
método (Test 797 _L del directorio de métodos e iniciar el

método). Se registrara una linea diagonal.
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Test de desempefio del pico

Se conectara la celda al soporte 797 VA uniendo: el cable
del electrodo auxiliar AE al conector AE, el cable del
electrodo de referencia RE al conector RE, el cable del
electrodo de trabajo WE al conector WE-D. Se utilizar el
método (Test 979 _D del directorio de métodos e iniciar el

método). Se registrara la curva y se analizara.

2.2.6.2. CALIBRACION QUIMICA

En la celda electroquimica se afiadira 20 mL de agua
ultrapura, 0.5. mL de KCla 3 mol.L ™y 100 pL de solucion
estandar de Pb

(1.000 g.L ). Seguidamente se cargara el método (Test Pb
in ion estandar solution.mth) desde el directorio métodos

e iniciar el modo DME.

2.2.6.3. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La validacion del método analitico nos garantizara las
caracteristicas de desempefio del método reuniendo los
requisitos para las aplicaciones analiticas concebidas.
Mediante los parametros que seran tomados nos quedara
demostrado que se puede confiar en un método para
producir el resultado esperado dentro de limites definidos.
El tipo de validacion que serd usado es la Revalidacion o
postvalidacion puesto que este método ya ha sido validado
en el Laboratorio de Investigacion del Proyecto Mercurio
de la Universidad Catolica de Santa Maria, solo se
modificaran algunos pasos del procedimiento establecido

para el anlisis correcto, validando lograremos que las
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modificaciones de las condiciones normales de ensayo y
medio ambiente operacional no afecten negativamente el

resultado final.

PROCESO DE REDUCCION DE ARSENICO (V) a
ARSENICO (1)

La especie que se medira serd As (I11) ya que el As (V) no
es electroactivo, es decir, no tiene la capacidad de
adsorberse en el electrodo de mercurio, el As (111) tiene la
capacidad de formar complejos intermetélicos con el
cobre y selenio adsorberse en el electrodo de mercurio, es
por eso que se realizara un proceso de reduccién de As
(V) a As(lll), por lo que se revalidard un método para la
determinacion de esta Gltima especie.

Arsénico (V) puede ser reducido a Arsenico (I11) por L-

cisteina de la siguiente manera: 1'*

WHF MNH*
Ly - T OAs(V) — | 3 _+  As(l)
O H.G~CHn GO
i i ¥
SH o | i
5
+ o ‘?’
- —D"E‘EH*C”r
— L
o~ CHng 0 NH,
& 5

Debido a que el As (V) es la especie presente en el
estandar que se utilizara. Se determinara un procedimiento

para la reduccion de este.
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En un tubo de teflon se afiadirda 5 uL de estandar As (V) a
partir de HsAsO4 1000 mg. ™1, 2 mL de L- Cisteina 0.1
mol. L™, 25 pL de HCI concentrado, el tubo sera colocado
en el equipo de digestion por microondas MARS 6 CEM®
a 90 ° C durante 15 min. Posteriormente los tubos seran
enfriados por el mismo equipo, se aforaran con agua
ultrapura en fiolas de 10 mL para obtener una

concentracion de 0.5 mg. L™ de estandar de arsénico (l11).

Se empleard la estacién voltamperométrica 797 VA
Computrace de Metrohm®, cuyos componentes son;
potenciostato, celda voltamperométrica, electrodo de
trabajo: electrodo de mercurio de gota colgante (HMDE),
electrodo de referencia: Ag/AgCl saturado con KCI 3

mol.L y electrodo auxiliar de platino.

En la preparacion de la celda voltamperométrica se
utilizard como electrolito 10 mL de HCI 1mol. L1,
ademas, se adicionard 50 pL de Estandar de Cu(NOs3):
1000 mg.L? y 15 L de Estandar SeO, 1 mg.L? y 25 pL
de Estandar (Arsénico reducido As(111)) 0.5 mg.L™?

PARAMETROS DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS
e Linealidad "

La linealidad de un método analitico es su capacidad de
producir resultados que son directamente proporcionales
o mediante una transformacion matematica bien definida
se convierten directamente proporcionales a la
concentracion de analito dentro de un intervalo dado.

La linealidad generalmente se expresa en funcion de la
varianza alrededor de la pendiente de la recta de regresion

calculada, segin una relacion matematica establecida, a
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partir de los resultados obtenidos mediante el anlisis de
muestra con diferentes concentraciones de analito.

Este procedimiento analitico se realizara por triplicado y
cada medicion constara de 6 adiciones estandar de 100 puL
de una solucion estandar de As (111).

La concentracion final fue determinada aplicando la

siguiente ecuacion:

CE xVE y
F=———— (Ecuacion 1)
VF
Donde:
CF: Concentracion final (mg.L™)
CE: Concentracion del estandar utilizado (mg.L™)
VE: Volumen estandar adicionado (L)

VF: Volumen final (L)

e Precision 172
La ICH (International Conference of Harmonization), ha
utilizado tres componentes para definir la precision:
- Repetibilidad o Capacidad de repeticion
- Precision Intermedia
- Reproductibilidad o Capacidad de reproduccion
Repetibilidad o Capacidad de Repeticion expresa la
precision del método de analisis cuando es realizado por
un mismo analista bajo condiciones iguales como equipo,
reactivo e intervalos de tiempo. La repetibilidad mide las
variaciones dentro de un mismo laboratorio. Se determina
analizando un namero significativo de muestras tomando
de un lote homogéneo. La medicion constara de 2

adiciones estdndar de 100 pL de una solucidn estandar de
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As (111) a 0.5 mg.L . Registrar intensidades emitidas por
el equipo a las cuales se calculara su promedio, desviacion

estandar y coeficiente de variacion.

- Desviacion estandar:
La desviacion estandar (Sd) se determina por medio de:

Sd = \/ (X=X * (Ecuacion 2)
n-—1

Donde:

Sd: Desviacion estandar

n: Ndmero de medidas

Xi: Valor medido en el ensayo i

X: Estimador de la media poblacional p, calculado como:

X=X Xini=1 n, donde:

- Coeficiente de variacion (%): Se determina en base al

promedio (X) y la desviacion estandar (Sd).
CV = é x 100 (Ecuacion 3)

Donde:
X: Promedio de los factores respuesta

Sd: Desviacion estandar de los factores respuesta
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e Exactitud 1"
La exactitud puede a menudo expresarse como un
porcentaje de recuperacion, por medio de la valoracion de
cantidades conocidas agregadas de analitos.
Representa el grado en que un método analitico es exacto
para los fines propuestos. A partir de los resultados
obtenidos luego de aplicar el método propuesto, se calcula
la exactitud como el porcentaje de analito recuperado por
medio de la valoracion.
La exactitud se expresé en términos de porcentaje de
recuperacion, para lo cual se procedera a realizar un
proceso a digestion microondas. En un tubo de teflon se
afadira utilizando 20 + 0.1 mg de muestra de hoja, 2 mL
de &cido nitrico suprapuro HNO3z al 12 % vy se afiadira 5
uL de estandar de As (V) H3AsO4 1000 mg. L™, Después
se procedera a la reduccién con 2 mL de L- Cisteina 0.1
mol. L, y 25 uL de HCI concentrado, el tubo sera
colocado en el equipo de digestion por microondas MARS
6 CEM®
Después de la reduccién se enrazara en una fiola de 10
mL para obtener 0.5 mg.L? de estandar de As (llI),
realizar la lectura voltamperomeétrica.
Para determinar el porcentaje de recuperacion se utilizo la

siguiente férmula:

R=

> 1 >4

X 100 (Ecuacion 4)

Donde:

R: Recuperacion (%)

X: Valor medido (mg.L?)

X: Valor verdadero (mg.L)
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e Limites de deteccion y cuantificacion 172

Limite de deteccion

Es un parametro de pruebas de limite. Es la concentracion
mas baja de analito que pueda detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse, bajo las condiciones
experimentales establecidas. De esta manera, las pruebas
de limites solamente fundamentan que la concentracion
del analito esta por encima o por debajo de un nivel de
seguridad. Este parametro hace referencia a la minima
concentracion del compuesto en estudio que es posible
detectar con certeza, es decir que se puede diferenciar la
respuesta dado por un blanco, el cual contiene todos los
componentes de la muestra menos el compuesto de

estudio. EI limite de deteccion se calcula mediante la

formula:
Yb; + 3 Sb;
LD =——" Ecuacion 5
bxvn ( )
Donde:
Ybi: Estimador de la respuesta del blanco para calcular el
LCyLD.

Shi: Estimador correspondiente a la desviacion estandar
del blanco.
b: pendiente de la recta.

n: nimero de muestras.

Limite de cuantificacion

Se define como la minima concentracion del analito que
puede determinarse con precision y exactitud aceptable en
una muestra, bajo las condiciones establecidas. Una

caracteristica del funcionamiento del método que suele
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expresarse como sefial del valor (verdadero) de la
medicion que producira estimaciones con una desviacion
estandar relativa (RSD) o coeficiente de variacion (%)
generalmente de 10 % o 6 %. Para ello se utiliza la
siguiente ecuacion:

LC = Ybi +105b;
bx+n

(Ecuacion 6)
donde:

Ybi: Estimador de la respuesta del blanco para calcular el
LCyLD.

Sbi: Estimador correspondiente a la desviacion estandar
del blanco.

b: pendiente de la recta.

n: nimero de muestras.

22.7. PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DE
CLOROFILA “A” DE LAS MUESTRAS DE Rosmarinus
Officinalis L. (ROMERO)

Cortar las hojas en segmentos de los diferentes tratamientos se
realizara por triplicado, se pesara 0.5 g de hojas frescas de
Rosmarinus officinalis L. (Romero) se colocara en un frasco y se
licuara con 15 mL de metanol p.a, reposar por 24 horas hasta lograr
un liquido de color verde intenso. Después de la extraccion, se
procederé a la filtracion, el papel filtro se colocara sobre el embudo
y éste sobre el tubo de ensayo. Desechar el papel de filtro con su

contenido y recoge el filtrado que contendra la clorofila “a” y otros

pigmentos fotosintéticos.
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2.2.8. DETERMINACION DE CLOROFILA “A” DE LAS
MUESTRAS DE Rosmarinus Officinalis L. (ROMERQO) POR
ESPECTROSCOPIA UV-VIS.

El contenido de clorofila “a” se medira por espectrofotometria UV-
Vis. Los tubos de ensayo que contienen el filtrado obtenido, se
calientan en un bafio de agua a 70 ° C durante 10 minutos. Se
centrifugard a 5000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se
medird a una longitud de onda de 665 nm y 750 nm. El contenido

de clorofila a se calculara utilizando la siguiente ecuacién:*’

Chla (mg. L) =13.9 x (ABggs — ABysg)
(Ecuacion 7)

2.2.9. BIOENSAYO DE TOXICIDAD

Después de definir a que porcentaje de la concentracion nutritiva La
Molina® se adaptara la especie vegetal Rosmarinus Officinalis L.
(Romero) Se realizarén 4 tratamientos

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

TABLA 2.1 Tratamientos para el bioensayo de toxicidad

Tratamientos T1 T2 T3 T4
Concentracion de As
i 0 5 10 20
(V) (mg.L™")

Se preparara las concentraciones (0, 5, 10 y 20 mg.L™) de Arseniato
disodico heptahidratado NaoHAsO4.7 H.O en 2 L de la solucion
nutritiva de La Molina®. (10 mL de solucién “A” y 4 mL solucién
“B”). Las plantas de romero, se introduciran en una plancha de
poliestireno (tecnopor) durante un periodo de 25 dias.

Posteriormente para cada tratamiento se utilizaran 3 plantas.

Caélculos para la preparacion de Arseniato disodico
heptahidratado NazHAsOa4. 7 H20

312.01 gde Na,HAsO4 . 7 H,0 x0.05 g
7492 gdeAs x 1L

e 5mg.L*: X2

L= 0.0416 g de NazHAsO4. 7 H20

312.01 gde NayHAsO, . 7 H,0 x0.01 g

e 10 mg.L?:
7492 gdeAs x 1L

21L=
0.0833 g de NazHAsOa4. 7 H20

312.01 gde Na,HAsO, . 7 H,0 x0.02 g

e 20 mg.L:
7492 gdeAs x 1L

2L=
0.1666 g de NaoHAsOa4. 7 H.0
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2.2.10. TRATAMIENTO Y DIGESTION DE MUESTRAS

Secado de muestras:

Se realizara el muestreo homogéneo de las hojas de las plantas, se
realizara un cuarteo representativo, las muestras se colocaran en
papel kraft y se trasladaran al Laboratorio. Se pondran a secar las
muestras en la estufa a una temperatura no mayor a 60°C por un
periodo de 24 horas.

Digestién por microondas:

Posteriormente las muestras secas se trituraran con ayuda de un
mortero, posteriormente se pesara 20 + 0.1 mg de las hojas en tubos
de digestion. Después de ello se agregard 2 mL de &cido nitrico
suprapuro (HNOs) al 12 % , cada tubo sera colocado en el carrusel
del digestor microondas MARS 6 utilizando el método programado
de arsénico que tendra los siguientes parametros: 15 minutos con una
potencia de 1500 W'y 15 minutos con una irradiacion 1500 W.

2.2.11. DETERMINACION DE ARSENICO DE LAS MUESTRAS DE
Rosmarinus Officinalis L. (ROMERO) POR
VOLTAMPEROMETRIA

Para la lectura del Estandar de As (I11):

En la celda voltamperométrica se utilizara como electrolito 10 mL de
HCI 1mol.L?, ademas, se adicionara 50 pL de Estandar de Cu(NOs)2
1000 mg.L !y 15 pL de Estandar SeOz en HNOs 1 mg.L? y 25 pL
de Estandar de As(l11) 0.5 mg.L™.
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Para la lectura de las hojas del Rosmarinus Officinalis L.
(Romero):

En la celda voltamperométrica se utilizara como electrolito 10 mL de
HCI 1mol.L?, ademés se adicionara 50 pL de estandar de Cu(NOs)2
1000 mg.Lt y 15 uL de estandar SeO, en HNO; 1 mg.L! y 25 uL
de la muestra reducida.

2.2.12. DISENO EXPERIMENTAL PARA LA BIOACUMULACION
DE ARSENICO

Después de realizar el bioensayo de toxicidad. El disefio estadistico
que se utilizara serd el Disefio Completamente al Azar (DCA), el cual
tendrd 4 tratamientos y 3 repeticiones, teniendo asi un total de 12
unidades experimentales; cada unidad experimental estd constituido
por 10 plantas de Rosmarinus officinalis L. (Romero). Se preparara
las concentraciones (0, 5, 10 y 20 mg.L) de Arseniato disédico
heptahidratado Na;HAsO4. 7 H2O en 40 L de la solucion nutritiva de
La Molina (10 mL de solucién “A” y 4 mL solucién “B”). Las plantas
de romero, se introducirdn en una plancha de poliestireno (tecnopor)
durante un periodo de 30 dias.

Los analisis estadisticos seran procesados utilizando el Microsoft
Excel 2013. Se realiza analisis de varianza (ANOVA) y Prueba de
TUKEY a un nivel de 0=0,05 para determinar si existe diferencia

significativa entre tratamientos.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL

La especie vegetal Rosmarinus officinalis L. (Romero) fue recolectada
de la huerta familiar ubicado en el distrito de Cayma, provincia de

Arequipa, region Arequipa.

3.2. IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

Se acreditd6 por HERBARIUM AREQUIPENSE (HUSA) de la
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, que la especie
vegetal fue identificada como Rosmarinus Officinalis L. (Romero).
(ANEXO 1)
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3.3. DISENO Y CONSTRUCCION DE UN SISTEMA DE CULTIVO
HIDROPONICO PARA LA BIOACUMULACION DEL ARS

Se disefid y construyd 4 estanques de vidrio con un espesor de 12 mm
con las siguientes dimensiones: 40 cm de largo, 30 cm de ancho y 40
cm de alto. Cada estanque de vidrio fue disefiado para una capacidad
de 72 Litros.

FIGURA 3.1 Disefio de los estanques de vidrio para el cultivo hidroponico

Se realizé un sistema de cultivo hidropénico de raiz flotante, antes de
realizar el experimento, en cada estanque de vidrio se afiadio 40 litros
de agua potable, se colocd a cada tratamiento una bomba de aire de
potencia de 2.5 W, cada bomba de aire (SB-108) Sobo® tenia dos
salidas en modo High que proporcionaron 3 L.min™ de aire, las salidas
contaban con mangueras de 4 mm de diametro, en la parte final de
cada manguera se acoplo piedras difusoras logrando distribuirse el
oxigeno por toda la cubeta. Se comprobo que todo el sistema de cultivo

hidroponico desarrollo éptimo de la fitorremediacidn hidropdnica

3.4. PROPAGACION DE Rosmarinus officinalis L.
La técnica de propagacion para obtener nuevos ejemplares que se utilizé

fue la division. Se desenterrd 50 ejemplares de Rosmarinus officinalis

L. (Romero) de la huerta familiar, retirandolos de cepellon entero

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

i ~=~CATOLICA
TESIS UCSM —~®  DE SANTA MARIA

(conjuntamente con la tierra que rodea las raices), logrando asi no dafar
las raices. Posteriormente se limpiaron las raices y se desenredaron de
forma cuidadosa. Se realiz6 la division correspondiente de los 50
ejemplares se propagaron 90 nuevas plantas de Rosmarinus officinalis
L. (Romero)

Se enjuago las plantas con agua potable, luego se realiz6 un muestreo
representativo de hojas y raices muestras homogéneas para su analisis

quimico.

3.5. SISTEMA HIDROPONICO PARA LA FITORREMEDIACION
DE ARSENICO

Se utiliz6 un tipo de solucién nutritiva, solucion hidropdnica La
Molina® de la Universidad Agraria La Molina; cuya composicion
quimica es nitrato de amonio, nitrato de potasio, superfosfato triple,
sulfato de magnesio, quelato de hierro, sulfato de magnesio, acido
borico, sulfato de zinc, sulfato de cobre y molibdato de amonio. La
presentacion de la solucion hidropénica de La Molina® fue de tipo
simple (1.0 L de solucion A y 0.4 L de solucion B): Se realizardn tres
tipos de tratamientos para evaluar la concentracion mas adecuada y
eficiente para la adaptacion y desarrollo normal de las plantas; durante
un periodo de 30 dias.

Para cada tratamiento se utilizaron 6 plantas T1 al 75 %, T2 al 50 %,
T3 al 25% de la concentracion de la solucion nutritiva La Molina®. Las
plantas fueron observadas durante 1, 10, 20 dias (TABLA 3.1)
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TABLA 3.1 Evolucion de la toxicidad a diferentes concentraciones de Solucion
Nutritiva La Molina® en Rosamarinus officinalis L. durante 20 dias de
experimentacion.

(@) (b) ©
TIEMPO T1 T2 T3

(DIAS) Raiz Hojas Raiz Hojas Raiz Hojas

0 Gl GI G1 Gl Gl G1
1 Gl G1I GI GI GI @1
5 G2 Gz G2 G2 Gl G1
10 G3 G3 G2 G2 Gl G1
15 G4 G4 G3 G2 Gl G1
20 G4 G4 G3 G3 Gl G1

(a): 75 % de solucion nutritiva, (b): 50 % de solucion nutritiva, (c): 25% de solucion nutritiva

« Gradol(G1)
Raiz: No se observaron sintomas.

Hojas: No se observaron sintomas.

+ Grado 2 (G2)
Raiz: Ligeras manchas necroticas.
Hojas: En tercio inferior con areas cloroticas sobre la lamina de las

hojas. En el tercio medio y superior no se observaron sintomas.

* Grado 3(G3)
Raiz: Necrosis en avance.
Hojas: Tercio inferior con clorosis generalizada y/o arrugamiento de
hojas. El tercio medio y superior con areas cloréticas sobre la lamina de
las hojas, con la diferencia que el tercio superior se empezé a manifestar
deformacion de las hojas en el &pice.

+ Grado4 (G4)
Raiz: Necrosis y senescencia de raices.
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Hojas: Tercio inferior con necrosis y/o arrugamiento de hojas. El tercio
medio y superior con clorosis generalizada, arrugamiento y deformacion

de hojas en el apice.

Los tratamientos empezaron a manifestar cambios externos a partir del
dia5;en T1ly T2 se inicio con ligeras manchas necroticas a nivel de la
raiz y areas cloroticas en hojas del tercio inferior. Se observo que a partir
del dia 10 continu6 el avance de la necrosis e inicio de senescencia en
raices y la clorosis empez0 a generalizarse. Finalmente el dia 20 las raices
lucieron necrosadas, quebradizas y con inicios de senescencia; mientras
que la aparicion de necrosis, senescencia, acortamiento y deformacion de
hojas se inicia desde el tercio inferior.

Segun la descripcidn del grado de toxicidad, se comparan tratamientos,
observamos que en el T1 se encontrd constante en G1 a los 20 dias
porque no presend toxicidad en hojas y raices, en esta concentracion a 25

% la plantas se adaptaron y se desarollaron con total normalidad.

3.6. VOLTAMPEROMETRIA

Se empled la estacion voltamperométrica 797 VA Computrace de
Metrohm®,  cuyos componentes son; potenciostato, celda
voltamperometrica, electrodo de trabajo: HMDE, electrodo de
referencia: Ag/AgCl saturado con KCI 3 mol.L? y electrodo auxiliar de
platino.
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3.6.1. CALIBRACION ELECTRICA

La calibracion electrica es necesaria para la determinacion del
Test de la linealidad y el Test del pico, estando el resultado en
funcion de la intensidad de corriente (A) y el voltaje (V).

Test 757 VA Computrace with dummy cell Test 767 VA Computrace with dummy cell
CALIBRACION ELECTRICA CALIBRACION ELECTRICAD

No.1

.00 “

FIGURA 3.1 Grafico lineal y un voltemperograma expresado en funcion de la

intensidad de corriente | (A) y la rampa de voltaje U (V).

En el Test de linealidad se obtuvo una intensidad de corriente
minima de — 2 pA y una maxima de 2 pA frente a una rampa de
voltaje minima de -200 mV y una méaxima de 200 mV. La grafica
lineal para la calibracion eléctrica que se observa en la FIGURA
3.1 nos indico que la rampa de voltaje es apta para la utilizacion
del equipo.

Los parametros establecidos para la estacién voltamperométrica
por Metrohm® indica que la tolerancia para el voltaje es de -450
mV a -550 mV y para la intensidad de corriente de -2 pA a 4 pA.
El voltamperograma mostré un voltaje maximo de -499 mV y una
intensidad de corriente méxima de -1.47 pA. Por lo que la
calibracion eléctrica del equipo fue 6ptima. El equipo se encontrd

en buen funcionamiento.
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3.6.2. CALIBRACION QUIMICA

La calibracion quimica se procedio utilizando el protocolo de
Metrohm®, se coloc6 en la celda electroquimica del
voltamperémetro 20 mL de agua ultrapura, 100 puL de solucion
estandar del ién Pb como Pb(NOs)2 a 1000 mg.L? y de 500 pL
electrolito de cloruro de potasio (KCI) a 3 mol. L™

Determination of Lead in lon Standard Pk
- o = 1.071 gJfL
So'“"lon +4 = 0O.004 gL (0_.36%)
B Ph 00|
—BEI-EI-I'I:
. ~E00in_|
] -400n_|
_ -400n
=T =
— T = -200n_|
—ZDEI-I'I:
EI': HH -
e
-0.20 -0.30 -0.40 -0.50
A ]

FIGURA 3.2 Voltamperograma de la Calibracion Quimica.

El voltamperograma en funcion de la intensidad de corriente (A)
y la rampa de voltaje (), contiene picos simetricos, los cuales se
intensificaron hasta alcanzar una intensidad de corriente méaxima
de -600 nA frente a una rampa de voltaje minima de -200 mV y
una maxima de -500 mV. La grafica lineal nos muestra ademas se
observa una gréafica lineal la concentracion de analito (g.L™) en
funcién a la intensidad de corriente (A), la cual llega a una
intensidad de corriente maxima de -600 nA frente a un rango de

concentraciones de 0.005 g.L ™! a 0.01 g.Lt. Se determind la
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concentracion de plomo el cual fue 1.071 g.L*! Dentro de
tolerancia debe estar en un rango de 0.95 a 1.05 g.L* segin los
parametros establecidos por Metrohm®, por lo cual la calibracion

quimica es optima.

3.6.3. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

LINEALIDAD

En (ANEXOS: TABLA 3.2) muestra los valores de las
concentraciones finales (Cr) de As (lll) calculadas para cada
adicion estandar, las mediciones de cada concentracion se
realizaron por triplicado y se obtuvieron las intensidades

promedio y las desviaciones estandar.

CONCENTRACION (ng/L)

-20

-40

-60

-80

INTENSIDAD (nA)

y =-14.88x-0.0336
R?=0.9997

-100

-120

Figura 4.3 Representacion grafica de la linealidad promedio

Para el andlisis de la linealidad se obtuvé un coeficiente de
correlacion (r) tiene un valor de 0,999 que es muy cercano a la

unidad, mostrando asi un alto grado de correlacion entre la

‘G 2 (13 ,,

variable concentracion (ug.L?) y la variable intensidad
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(nA). El coeficiente de correlacion ajustado (r? ajustado) con un
valor de 0.999. Al comparar nuestro coeficiente de correlacion
con la Association of Official Analytical Chemist AOAC, que
estipula que el coeficiente de correlacion debe ser > (0.995,

demostramos la linealidad del método.

PRECISION

Segln la AOAC, 2002; la precision se refiere al grado de

concordancia de

una serie de medidas tomadas a partir de una misma muestra
homogénea en las condiciones lo mas constante posible. Se tomo

la repetibilidad como parte de la precision del método

e Repetibilidad: Se realizaron repeticiones simultaneas en

diferentes momentos (pero el mismo dia), en el mismo laboratorio
y por un mismo analista siguiendo las normas de las AOAC, 2002.
La precision se puede expresar en términos de desviacion
estandar (s) y desviacion estandar relativa o coeficiente de
variacion (CV).
En (ANEXOS: TABLA 3.3) se muestran los valores de
intensidades promedio junto a su respectiva desviacion estandar
(s) a partir de los cuales se calculé el Coeficiente de Variacion
(CV). El rango del coeficiente de variacion (CV) fue de 1.77 a
4.75 se encuentran dentro de los criterios de aceptacion
establecidos por la Association of Official Analytical Chemist
(AOAC), donde se establece un valor limite del 7.3%.
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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 (AOAC, 2002).

Para determinar la exactitud se calcul6 el porcentaje de
recuperacion, se realizd determinaciones por triplicado de:
estandar (0.5 mg.L™1), muestra y muestra mas estandar de la
misma concentracion, el promedio de los valores obtenidos se
resumen en (ANEXOS: TABLA 3.5)

El porcentaje de recuperacion en hojas de Rosmarinus officinalis
L. obtenida fue 97.120 %; estos resultados fueron comparados
con los que establece la AOAC, que estipula que el porcentaje de
recuperacion para deben tener porcentaje de recuperacion entre
80% y 110%, por lo que se encuentra dentro del rango
establecido.

LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Se determinaron los limites de deteccién (LOD) y los limites de
cuantificacion (LOC) los datos para las regresiones lineales
fueron obtenidos de la (ANEXOS: TABLA 3.4) nos muestra
como el LOD el valor de 0.1113 ug.Lty de LOC de 0.3706 pug.L-
L'y desviacion estandar del blanco Sbl fue 1.2815 de tal manera
que nos permitié determinar concentraciones bajas de As (I1)
presente en las hojas del Rosmarinus officinalis L. Segun la
AOAC, el limite de deteccion (LOD) es la minima concentracion
0 masa del analito que puede ser detectada en un método dado.
Mientras que el limite de cuantificacién (LOC) es la minima
concentracion o masa del analito de un método determinado que
se puede cuantificar. Se deduce que el método es capaz de
detectar minimas cantidades de arsénico en una muestra,

considerando que la concentracion este por encima de 0.1113
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ug.Lt; ademas el método es confiable ya que cuantifica

cantidades mayores o iguales a 0.3706 ug.L*

3.7. BIOENSAYO DE TOXICIDAD

Los bioensayos in vitro han tomado una aceptacion en las estrategias de
biomonitoreo, fundamentalmente porque suministran resultados
confiables, simples, rapidos y costos efectivos. En las ultimas décadas
se han desarrollado bioensayos rapidos con el uso de especies vegetales
como organismos de prueba que funcionan como una buena
herramienta de trabajo para el monitoreo ambiental. La especie vegetal
Rosmarinus Officinalis L. se adapté a 25% de la solucion nutritiva La
Molina®. Se realiz6 los siguientes tratamientos; T1; donde la
concentracion de arsénico fue 0 mg.L™?, para T2, T3, T4, se prepard
las siguientes concentraciones respectivamente 5, 10 y 20 mg.L? de
Arseniato disodico heptahidratado NazHAsSOs.7 H:O en 2 L de la
solucion nutritiva de La Molina®. (10 mL de solucién “A” y 4 mL
solucion “B”). Se utilizaron 3 plantas de Rosmarinus officinalis L.
(Romero) para cada tratamiento durante 25 dias, evaluando cada 5 dias
los cambios presentados en la especie. En este bioensayo se realiz6 una
escala evolutiva de toxicidad descrita envase a una escala de grado de
toxicidad (TABLA 3.6)
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TABLA 3.6 Evolucién de la toxicidad a diferentes concentraciones
Arseniato disédico heptahidratado (NazHAsO..7 H20) en Rosamarinus
officinalis L. durante 25 dias de experimentacion.

(a) (b) © (d)
TIEMPO T1 T2 T3 T4

(DIAS) Raiz Hojas Raiz Hojas Raiz Hojas Raiz Hojas

0 Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl
1 Gl 61 G1 G1 G1I GI G @1
5 Gl G1I G2 G2 G2 G2 G2 G2
10 Gl G1I G2 G2 G3 G3 G4 G4
15 Gl Gl G2 G3 G4 G4 G4 G5
20 Gl Gl G3 G3 G4 G4
25 Gl G1I G3 G383 G5 G5
(a): testigo, (b): 5 mg.L2, (c): 10 mg.L ™%, (d): 20 mg.L ™.

 Gradol(G1)
Raiz: No se observaron sintomas.

Hojas: No se observaron sintomas.

+ Grado 2 (G2)
Raiz: Ligeras manchas necroticas.
Hojas: En tercio inferior con areas cloroticas sobre la lamina de las

hojas. En el tercio medio y superior no se observaron sintomas.

* Grado3(G3)
Raiz: Necrosis en avance.
Hojas: Tercio inferior con clorosis generalizada y/o arrugamiento de
hojas. El tercio medio y superior con areas cloréticas sobre la [amina de
las hojas, con la diferencia que el tercio superior se empezé a manifestar

deformacion de las hojas en el apice.
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* Grado4 (G4)
Raiz: Necrosis y senescencia de raices.
Hojas: Tercio inferior con necrosis y/o arrugamiento de hojas. El tercio
medio y superior con clorosis generalizada, arrugamiento y deformacion

de hojas en el &pice.

* Gradob5 (G5)
Raiz: Necrosis, senescencia y raices quebradizas.
Hojas: Tercio inferior con inicios de senescencia, acortamiento y
deformacion de hojas. Y el tercio medio y superior con necrosis e inicios

de senescencia.

Segun la descripcion del grado de toxicidad, se comparan tratamientos,
observamos que en el T1 se encontro constante en G1 porque no presend
toxicidad en hojas y raices, debido al no estar sometidas en Arseniato
disodico heptahidratado Na;HAsO4.7 H20.

Los tratamientos empezaron a manifestar cambios externos a partir del
dia 5; en T2, T3y T4 se inicio con ligeras manchas necroticas a nivel de
la raiz y areas clordticas en hojas del tercio inferior. Se observd que a
partir del dia 10 continu6 el avance de la necrosis e inicio de senescencia
en raices y la clorosis empieza a generalizarse con arrugamiento de hojas
desde el tercio inferior al superior. Finalmente del dia 15 al 25, las raices
lucieron necrosadas, quebradizas y con inicios de senescencia; mientras
que la aparicion de necrosis, senescencia, acortamiento y deformacion de
hojas se inicia desde el tercio inferior; los nuevos brotes axilares
generados en el tercio medio lucen necrosados; y la senescencia
generalizada y abscision de hojas es inminente en el tercio superior.

Se observé que en el tratamiento T4 se manifestaron sintoma en hojas y

raices como clorosis, necrosis, abscision y senescencia debido a la
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toxicidad del arsénico. El ciclo vital de la planta Rosmarinus officinalis

L. fue de 15 dias con respecto a la concentracion de 20 mg.L?

3.8. BIOACUMULACION DE ARSENICO

3.8.1. ANALISIS PRELIMINAR

Se secaron las muestras de hojas del Rosmarinus officinalis L.
(Romero) en la estufa a una temperatura menor a 60°C por 24
horas. Posteriormente las muestras se triturard, se pes6 20 + 0.1
mg de las hojas y raices en tubos de digestion. Se agregd 2 mL
de &cido nitrico suprapuro (HNO3) al 12 %, Luego se procedi6 a
realizar la reduccion con L- cisteina 0.1 mol. L?, y se analiz6 por
voltamperometria. Se analizaron las hojas y raices de las plantas
de Rosmarinus officinalis L. (Romero) antes de proceder a
realizar el Bioensayo de toxicidad como la Bioacumluacion de
arsénico. En los resultados de los anélisis por voltamperometria
no se encontro la presencia de arsénico.

Se analiz6 las muestras del bioensayo de toxicidad a diferentes
concentraciones de Arseniato  disédico heptahidratado
(Na2HAsO4.7 H20) durante 25 dias de experimentacion.

Los analisis de arsénico (V) se muestran en la TABLA 3.7
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TABLA 3.7 Analisis de arsénico (V) del Bioensayo de Toxicidad en
raices y hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) a diferentes
concentraciones de Arseniato disédico heptahidratado (Na:HAsO4.7
H>0) durante 25 dias de experimentacion.

PARTE DE CONCENTRACIONES
PLANTA CONCENTRACIONES™ DE ARSENICO (V) ®
5 86.558 + 1.288
RAIZ 10 55.433 + 1.0958
20 77.668 + 1.030
5 123.684 + 1.075
HOJAS 10 244,696 + 1.054
20 307.758 + 1.050

n=3 (tres muestras por tratamiento), (a): mg.L?, (b): mg.Kgt+s,
s: Desviacion estandar.

Se realizo el analisis de las hojas y raices del Rormarinus
officinalis L. (Romero) del T4 a una concentracion de 20 mg. L
de Arseniato disédico heptahidratado (NazHAsO..7 H20), en la
TABLA 3.7 se observo la méxima absorcion de arsénico (V), sin
embargo el tiempo de tolerancia del contaminantes fue de 15 dias,
el ciclo vital de la planta se paralizo debido a los sintomas en hojas
y raices que presento TABLA 3.6. La capacidad de absorcion
de Rosmarinus officinalis L. (Romero) fue mayor en hojas que en
raices, también se observo que los resultados de los anélisis de
arsénico (V) fueron muy dispersos en las raices, sin embargo en
las hojas se observo que a medida que la concentracion del toxico
aumentaba la planta absorbia mayor concentracién de arsénico
(V). Por tal motivo se decidio realizar el experimento final,
utilizando solamente las hojas para determinar la maxima absorcion

de arsénico.
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3.8.2. EXPERIMENTO FINAL

Se disefi6 y construyd 4 estanques de vidrio con un espesor de
12 mm con las siguientes dimensiones: 40 cm de largo, 30 cm de
ancho y 40 cm de alto FIGURA 1.8 , para 30 L de solucion
nutritiva La Molina® (150 mL de solucién “A” y 60 mL de
solucion “B”) , se anadid Arseniato disodico heptahidratado
(Na2HAsO4. 7H20) y se completd con agua potable, se coloco a
cada tratamiento una bomba de aire. Se realizaron 4 tratamientos
de 0, 5, 10 y 15 mg.L? de Arseniato disodico heptahidratado
(Na2HAsO4. 7H20). Finalmente 8 plantas de Rosmarinus

officinalis L. (Romero) de 10-25 cm de altura fueron colocadas
sobre una bandeja de poliestireno (FIGURA 3.4)

FIGURA 3.4 Bioacumulacién de Arsénico en los diferentes tratamientos.

> TRATAMIENTO T1
El tratamiento (T1), denominado blanco debido a que solo contuvo la
solucion nutritiva La Molina®. Tuvo una concentracion inicial de 0.000
mg.Kg* durante los 35 dias de experimentacion, es decir que no estuvo
sometida al contaminante Arseniato disddico heptahidratado
(Na2HASO4. 7H20).
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» TRATAMIENTO T2, T3, T4
Los tratamientos T2, T3, T4 se encontraron sometidos al contaminante
Arseniato disodico heptahidratado (NazHAsOa4. 7H20). A las siguientes
concentraciones 5 mg.Lt, 10 mg.L? y 15 mg.LL. Los valores de
acumulacion de arsénico (V) en Rosmarinus officinalis L. (Romero) se
muestran en el TABLA 3.8

TABLA 3.8. Bioacumulacion de arsénico (V) en hojas de Rosmarinus officinalis
L. (Romero) a 5, 10 y 15 mg.L'? de Arseniato disodico heptahidratado
(Na2HAsO4. 7 H20) durante 35 dias de experimentacion.

T20) T3© T4@
T@®
HOJAS ©

0 0.000 + 0.000 0.000 +0.000 0.000 +0.000

5 24.993 +0.579 57.126 + 0.466 126.125 + 0.586
10 67.144 +0.167 155.186 + 0.549 211.986 +0.429
15 117.662 + 0.591 201.910 £ 0.312 265.855 +0.201
20 89.953 £ 0.181 274.105 £ 0.937 330.136 + 0.013
25 121.934 +£0.704 246.160 + 0.506 300.510 +0.338
30 168.943 + 0.227 287.685 + 0.487 359.350 + 0.533
35 155.709 +0.343 267.882 +0.513 334.936 + 0.954

n=3 (tres muestras por tratamiento), (a): tiempo expresado en dfas, (b)=5 mg.L?,(c)=

10 mg.L?, (d)= 15 mg.L?,(e)= mg.Kg™ £ s, s: Desviacion estandar.

En el tratamiento T2; en hojas (TABLA 3.8. y FIGURA 3.5) se observd
que la concentracion se va incrementando hasta el dia 15, la cantidad

méaxima de acumulacion en el T2 es de 117.662 + 0.591 mg.Kg?, en el
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dia 20 se observa que dismunuye la concentracion levemente siendo de
89.953 + 0.181 mg.Kg™. Despues del dia 20 se observé que se
incrementé nuevamente hasta el dia 30 con una concentracion de
168.943 + 0.227 mg.Kg! y al dia 35 se observo que la concentracion

empez6 a disminuir.

T2: HOJAS ®)
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FIGURA 3.5 Tratamiento T2: Curva de bioacumulacion de arsénico (V)
utilizando los promedios de hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) durante
35 dias de experimentacion (b) 5 mg.L™.

En el tratamiento T3; (TABLA 3.8. y FIGURA 3.6) la acumulacion de
arsénico en hojas se dio a partir del dia 5 en donde la concentracion se
incrementa hasta el dia 20, donde se observo la concentracion maxima de
acumulacion que fue de 274.105 + 0.937 mg.Kg?, después del dia 20 se
observo que la concentracion disminuye en el dia 25 se observd una
concentracion de 246.160 + 0.506 mg.Kg™ En el dia 30 incrementa la
concentracion y en el dia 35 dismunuye levemente con una concentracion
de 334.936 + 0.954 mg.Kg?, probablemente este suceso se deba a la
toxicidad y volatilizacion del arsénico.
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FIGURA 3.6 Tratamiento T3: Curva de bioacumulacion de arsénico (V)
utilizando los promedios de hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero)
durante 35 dias de experimentacion (b) 10 mg.L™.

En el tratamiento T4; (TABLA 3.8. y FIGURA 3.7) la acumulacion de
arsenico en hojas se dio a partir del dia 5 en donde la concentracion se
incrementa hasta el dia 20, donde se observo la concentracion maxima de
acumulacion que fue de  330.136 + 0.013 mg.Kg?, después del dia 20
se observd que la concentracion disminuye en el dia 25 se observé una
concentracion de 300.510 + 0.338 mg.Kg™ En el dia 30 incrementa la
concentracion y en el dia 35 dismunuye levemente con una concentracion
de 267.882 + 0.513 mg.Kg?, probablemente este suceso se deba a la
toxicidad y volatilizacion del selenio.
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FIGURA 3.7 Tratamiento T4: Curva de bioacumulacion de arsénico (V)
utilizando los promedios de hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) durante

35 dias de experimentacion (b) 15 mg.L™.

En algunos el siguiente articulo Investigacion de la acumulacion de
arsénico y la respuesta bioguimica de plantas de Vetiveria zizanoides
desarrolladas in vitro, '/

Se ha encontrado que el pasto vetiver (Vetiveria zizanoides L. Nash) es
un candidato adecuado para la fitorremediacion de metales pesados. Se
realiz6 una investigacion de la acumulacion, translocacion y tolerancia al
arsenico (As) en plantulas de V. zizanoides tras la exposicion a diferentes
concentraciones de arsénico 0.75, 3.5, 7.5y 15 mg.L! durante 7 y 14
dias. Se encontr6 que las plantas de V. zizanoides eran efectivas en la
remediacion de As, siendo el maximo de 15 mg.L™? después de 14 dias
de exposicion.

Las plantas no experimentaron toxicidad significativa en todas las
concentraciones de As después de 7 dias, sin embargo, se encontr6 un
aumento en su nivel después de 14 dias. Tomados en conjunto, los

resultados indicaron que las plantas desarrolladas in vitro de V.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

zizanoides tienen el potencial de remediar y tolerar niveles variables de
As.

Como se observa V. zizanoides tolera como maximo 15 mg. L de igual
forma que el Rosmarinus officinalis L. (Romero) sin embargo el tiempo
que V. zizanoides esta sometida al contaminante es de 14 dias siendo
mucho mucho menor que el Rosmarinus officinalis L. (Romero) el cual
resiste hasta 30 dias. Otros estudios afirman la eficiacia de las plantas
para la remocion de arsénico en

El potencial de fitorremediacion de Arundo donax en aguas residuales
sintéticas contaminadas con arsénico segin Nosheen Mirza 17®

El presente estudio informa el potencial de Arundo donax para la
fitoextraccion de arsénico a partir de aguas residuales sintéticas. Las
plantas de A. donax se cultivaron en condiciones de invernadero en
macetas que contenian una solucién nutritiva modificada con dosis
crecientes de As (0, 0.05, 0.1, 0.3, 0.6 y 1 mg L) durante 21 dias en un
disefilo completamente al azar. La produccién de materia seca, los
parametros de crecimiento, el arsénico y las concentraciones de tejido de
nutrientes se midieron al final del experimento. EI aumento de la
concentracion de As en la solucion nutritiva provoco un aumento en la
biomasa de los brotes y las raices sin sintomas de toxicidad en A. donax
que crece en un rango de concentracion de As de 0.05 a 0.6 mg.L™.

Se observd un estrés oxidativo elevado a un nivel suministrado de 1
mg.L%. Las dosis de As hasta 0.6 mg L™ no afectaron el crecimiento de
A. donax. Se sugiere que las plantas de A. donax se puedan emplear para
tratar aguas contaminadas que contienen concentraciones de arsénico de
hasta 0.6 mg L.

Rosmarinus officinalis L. (Romero) tolera concentraciones elevadas
hasta 15 mg.L* durante 30 dias comparada con A. donax que

lo maximo de concentracion que tolera es 0.6 mg. L™ durante 15 dias.
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3.9. ANALISIS DE CLOROFILA “A” DE LAS MUESTRAS DE

Rosmarinus Officinalis L. (Romero)

El contenido de clorofila “a” se midi por espectrofotometria UV- Vis.

El sobrenadante se midi6 una longitud de onda de 665 nm y 750 nm.

» BARRIDO ESPECTRAL

Realizando el barrido espectral se busco determinar la longitud de onda
méxima, donde el analito absorbe més luz.  Se utilizd el
Espectrofotometro UV-Vis Cary 60 Agilent®. Se seleccion la funcion
SCAN, click en PREPARAR y se seleccionaron los siguientes
parametros: Longitud de onda, absorbancia, velocidad de barrido
medio, el rango de 200 a 800 nm. Se coloco el blanco metanol en la
celda, hasta que estuvo en cero. Finalmente se coloco la muestra en la

celda y sequidamente se realizo el barrido espectral. (FIGURA 4.8)
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FIGURA 4.8 Barrido Espectral de la muestra de hojas de Rosmarinus
officinalis L. (Romero).

Los barridos espectrales son propios de cada sustancia, nos permitio

visualizar la variacion de la absorbancia con la longitud de onda de la
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radiacion electromagnética, mediante el analisis se obtuvo una longitu
de onda de 665 nm que es la Optima para realizar los analisis de clorofila

“a” de las muestras de hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero).

DETERMINACION DE CLOROFILA “A” POR
ESPECTROFOTOMETRIA

» TRATAMIENTO T1
El tratamiento (T1), fue denominado blanco debido a que solo contuvo
la solucion nutritiva La Molina®. Tuvo una concentracion inicial de 0.000
mg.Kg™ durante los 35 dias de experimentacion, es decir que no estuvo
sometida al contaminante Arseniato disodico heptahidratado
(NazHASOs. 7H20).

» TRATAMIENTO T2, T3, T4

Los tratamientos T2, T3, T4 se encontraron sometidos al contaminante
Arseniato disddico heptahidratado (NazHAsO4. 7H20). Durante la
experimentacion de 35 dias se observaron cambios en las hojas de los
Rosmarinus officinalis L. (Romero).

La clorosis es la carencia de clorofila, que es lo que da a las hojas su
caracteristico color verde y que interviene en el proceso de la fotosintesis.
La clorosis comenzd como un aclaramiento ligero en el color de la hoja,
al pasar los dias empez6 a amarillear completamente la hoja, a secarla.
(TABLA 3.9)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

TABLA 3.9 Concentracion de Clorofila “a” en hojas de Rosmarinus
officinalis L. (Romero) a 5, 10 y 15 mg.L! de Arseniato disodico
heptahidratado (Na2HAsOs. 7 H20)

experimentacion.

durante 35 dias de

T1lbl T218 T3 Tald
Tia)
HOIAS [

0 6.984 + 0.058 £.964 + 0.038 6.550 + 0.045 6.625+ 0.037

5 6.962 £ 0.035 6.454 £ 0.040 5.765 £ 0.037 5.833 1 0.054
10 6.801 + 0.067 5.655 *0.035 5.241 +0.044 4.564 +0.019
15 6.721+0.028 5.239+0.034  4.95110.044 3.664 £ 0.036
20 6.932 £ 0.045 4.851+0.044  4.54910.046 2.748 +0.042
25 6.897 + 0.037 4,655 * 0.048 3.965 + 0.038 2.373 £ 0.027
30 6.656 £0.023  3,7473+0.037  3.077+0.019 1.863 + 0.010
s 6.760 £ 0.056 3.058 + 0.039 2.759 £ 0.025 1.078 + 0.021

n=3 (tres muestras por tratamiento), (a): tiempo expresado en dias, (b)= 0 mg.L™,(b)= 5 mg.L"
1 (c)=10 mg.LL,(d)= 15 mg.L + s, s: Desviacion estandar.
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FIGURA 3.9 Tratamiento T2: Curva de Clorofila “a” utilizando los promedios
de hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) durante 35 dias de
experimentacion sometidas a (b) 5 mg.L ™.

Como se observa en las graficas, en el T2 a 5 mg.L! (FIGURA 3.9) la
concentracion de clorofila “a” va disminuyendo a medida que el tiempo
transcurre la concentracion final fue de 3.058 + 0.039 mg.L™. Las plantas

en el T2 se obervaron con una clorosis leve hasta el dia 35.
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FIGURA 3.10 Tratamiento T3: Curva de Clorofila “a” utilizando los
promedios de hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) durante 35 dias de
experimentacién sometidas a (c) 10 mg.L™.
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En T3a10mg.L?* (FIGURA 3.10) la concentracion de clorofila “a” disminuye
moderadamente la concentracion final fue de 2.759 + 0.025 mg.L*. Las plantas

en el T3 se observaron con clorosis leve a moderada hasta el dia 35.
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FIGURA 3.11 Tratamiento T4: Curva de Clorofila “a”  utilizando los
promedios de hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) durante 35 dias de
experimentacion sometidas a (d) 15 mg.L ™.

En T4 a 15 mg.L! (FIGURA 3.11) la concentracion de clorofila “a”
disminuye en forma significativa a medida que el tiempo transcurre la
concentracion final fue de 2.759 + 0.025 mg.L. Las plantas en el T4 se
observaron con clorosis y necrosis en las hojas. La causas de la clorosis
es el exceso de elementos toxicos, en este caso el arsénico, al estar presente
el metaloide en concentraciones elevadas en el medio de crecimiento de
las plantas (sistema hidropdnico) al transcurrir los dias las hojas absorbian
mayor concentracion arsénico y estas a su vez presentaban problemas
fisiolégicos como la clorosis debido a que el follaje dejo de producir
suficiente clorofila a causa del contaminante, las hojasno tenian la
coloracion normal verde; presentaron una coloracion verde palido,

amarillo y otras amarillo blanquecina. En el T4 debido a que la planta
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estuvo sometido a concentraciones elevadas del contaminante 15 mg.L™?
las hojas ademés de presentar clorosis algunas presentaron necrosis en
hojas es decir la muerte celular de las hojas del Rosmarinus officinalis L.
(Romero),

Como se observa en las FIGURAS 3.9; 3.10; 3.11 la concentracion de
clorofila “a” de las hojas de Rosmarinus officinalis L. no existe diferencia
significativa en los tratamientos Segtin (Conklin 2001).17

Las plantas muestran que la produccién de clorofila en las plantas
expuestas a diferentes concentraciones de metales pesados fue distinta
dependiendo de la especie vegetal y el tiempo, la planta presenta
mecanismo de defensa ocasionando una mayor produccion de enzimas con
actividad peroxidasa, como por ejemplo, la ascorbato peroxidada, una
enzima importante en los mecanismos antioxidantes de la planta, en H.
psittacorum presentd una mayor produccion de clorofila en los
tratamientos pero no supero a las plantas control, esta respuesta fisioldgica
pudo representar el maximo esfuerzo de esta especie para sobrevivir ante
las condiciones de estrés a la cual fue sometida.

En Rosmarinus officinalis L. (Romero) el arsénico provoca clorosis en las
hojas. El suministro de arsenico causé la disminucion de los niveles de
clorofilas segun (Mascher y col., 2002).

Aunque hay muchos motivos para esta clorosis (como deficiencia de Fe),
en el caso del arsénico se atribuye directamente a la inhibicion de la sintesis
del pigmento (Jain y Gadre, 1997). En dicho estudio, las causas de dicha
inhibicidon son una limitada disponibilidad del acido b-aminolevulinico
(que es un precursor de la clorofila) y las alteraciones producidas sobre las
proteinas ricas en grupos tioles.
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3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd el andlisis estadistico para comprobar las diferencias
honestamente significativas existentes entre los tratamientos T1 (5 mg.L
1, T2 (10 mg.L%), T3 (15 mg.L?) de las concentraciones de arsénico (V)
cuntificadas en las hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) en cada
tratamiento. (TABLA 4.10y TABLA 4.11).

TABLA 4.10 Analisis estadistico de los promedios de la concentracion de
arsénico (V) en las hojas del Rosmarinus officinalis L. (Romero) de los
diferentes tratamientos.

TRATAMIENTOS CUENTA SUMA  PROMEDIO VARIANZA
TRATAMIENTO 2 8 745.438 93.180 3565.807
TRATAMIENTO 3 8 1490.054 186.257 11547.546
TRATAMIENTO 4 8 1928.897 241.112 15293.413

TABLA 4.11 Analisis de Varianza ANOVA de un factor de los promedios de
la concentracion de arsenico (V) en las hojas del Rosmarinus officinalis L.
(Romero) de los diferentes tratamientos.

Grados Promedio

Origen de las Sumade =4 de los F  Probabilidad
variaciones cuadrados .
libertad cuadrados

Entre tratamientos 89483.843 2 44741.921 4.414 0.025 3.466
Dentro de los
tratamientos 212847.366 21 10135.588

Valor critico
para F

Total 302331.21 23

La TABLA 4.11 nos muestra que al realizar la prueba F, de las
concentraciones de arsénico (V) en hojas del Rosmarinus officinalis L.
(Romero) en el T2, T3 y T4 existi6 diferencia estadistica significativa a

un nivel de confianza de a=0.05 debido a que el F calculado > F critico.
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TABLA 4.12 Prueba de Tukey: Tabla de comparacion de la concentracion de
arsénico (V) en las hojas del Rosmarinus officinalis L. (Romero) en los
diferentes tratamientos.

T4©
T2@ 147.932
T30) 93.077 54.855
T4© 147.932

(@=5mg.L?, (0)=10mg.L?, ()= 15mg.L?

Se determind la prueba de TUKEY. Se calculé la diferencia
honestamente significativa (HSD) la cual fue de 138.818 a un 95% de
confiabilidad. Existe diferencia significativa entre el T2 y el T4, no
existe diferencia significativa entre el T2 y T3. No existe diferencia
significativa entre el T3 y los tratamientos T2 y T4. Si hay diferencia

significativa del T4 con el T2.

Se realiz6 el andlisis estadistico para comprobar las diferencias
honestamente significativas existentes entre los tratamientos T1 (0 mg.L
H, T2(5mg.LY), T3 (10 mg.LY) yT4 (15mg.L ) de las concentraciones
de la clorfila “a” en las hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) en
cada tratamiento.

Los resultados se observan en la (TABLA 4.13y TABLA 4.14)
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TABLA 4.13 Analisis estadistico de los promedios de la concentracién de
clorofila “a” en las hojas del Rosmarinus officinalis L. (Romero) de los
diferentes tratamientos.

TRATAMIENTOS CUENTA SUMA PROMEDIO VARIANZA

TRATAMIENTO 8 54.708 6.839 0.015
TRATAI%/I IENTO 8 40.623 5.078 1.699
TRATAI%/I IENTO 8 36.858 4.607 1.687
TRATAE/I IENTO 8 28.749 3.594 3.811

TABLA 4.14 Analisis de Varianza ANOVA de un factor de los promedios de la
concentracion de clorofila “a” en las hojas del Rosmarinus officinalis L.
(Romero) de los diferentes tratamientos.

Origendelas Suma de LU Promedio de - Valor critico
N e F Probabilidad
variaciones cuadrados . los cuadrados para F
libertad
Entre
tratamientos 44.046 3 14.681 8.150 0.0004681 2.946
Dentro de los
tratamientos 50.436 28 1.801
Total 94.482 31

La TABLA 4.14 nos muestra que al realizar la prueba F, de las concentraciones
de clorfila “a” en hojas del Rosmarinus officinalis L. (Romero) entre
tratamientos no existio diferencia estadistica significativa, se acepta la hipétesis

nula a un nivel de confianza de 0=0.05 debido a que el F calculado < F critico.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

e Se determind las condiciones Optimas para el desarrollo de Rosmarinus
officinalis L. (Romero), la propagacion se dio por division y se adaptaron las

plantas en un sistema hidropénico de raiz flotante.

e Se realizé la validacién analitica voltamperémetrica para determinar arsénico en
hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) siendo lineal con un coeficiente de
determinacion (r?) de 0.999, con un limite de deteccion de 0.113 pg. Ly limite
de cuantificacion de 0.3706 pg.L™' ademas de ser preciso y tener una exactitud
aceptable.

e Se realizo el bioensayo de toxicidad en un sistema hidroponico, se determind el
nivel de tolerancia del Rosmarinus officinalis L. (Romero) al ser expuesta a una
concentracion de 20 mg.L?, muestra menor ciclo vital, con problemas
fisiol6gicos como clorosis, necrosis, senescencia y abscision de hojas; mientras
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que a una concentracion igual o mayor de 10 mg.L™* muestra un mayor ciclo vital

y un retraso en la aparicidn de sintomatologia de toxicidad en raices y hojas.

e Se realizd los experimentos finales de bioacumulacién de arsénico, realizando
un analisis preliminar donde se analizaron las concentraciones de arsénico (V)
de raiz y hojas del Rosmarinus officinalis (Romero) del Bioensayo de Toxicidad,
donde se observo que la concentracidn de arsénico (V) en las raices fue muy

disperso, sin embargo en las hojas se observé que era uniforme.

e Se concluye que el Rosmarinus oficinalis (Romero) es una planta con capacidad
de fitorremediacion para ambientes contaminados con arsénico (V) es capaz de
absorber en hojas como méaximo 330.136 + 0.013 mg.Kg™ con un ciclo vital de
35 dias.

e La concentracion de clorofila “a” en hojas de Rosmarinus officinalis L.
(Romero), que estuvieron sometidas al contaminante arseniato disodico
heptahidratado, la concentracion de clorofila “a” va disminuyendo a medida
que el tiempo transcurre la concentracion final fue de 1.078 + 0.021 mg.L?,
debido al contaminante las plantas en el T4 se observaron con clorosis y necrosis

en las hojas.
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SUGERENCIAS

e Seria recomendable determinar la capacidad de fitorremediacién de Rosmarinus

officinalis L. (Romero) para suelos contaminados con arsénico.

e Realizar la fitorremediacion de de Rosmarinus officinalis L. (Romero) bajo

condiciones de campo, es decir ensayos en sitios contaminados con arsenico.

e Rosmarinus officinalis L. (Romero) demostré ser eficiente para bioacumular
arsénico (V) en aguas contaminadas con dicho metaloide, seria importante
desarrollar los mecanismos de reaccion quimica del arsénico en Rosmarinus

officinalis L. (Romero).

e Realizar el proyecto de investigacion en diferentes estaciones del afio para

analizar si existe diferencia significativa en cada estacion.
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ANEXOS

ANEXO 1: CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DE ESPECIE

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIM,

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS g(@ g
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA ée, a
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) RN

CONSTANCIA 27- 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: Rosario Belén Juyo Salazar, para el andlisis boténico corresponde a la especie
Rosmarinus officinalis “Romero” de la familia Lamiaceae. Dicha muestra fue obtenida de los
Mercados de Arequipa, para realizar el trabajo de investigacion “Evaluacién de la capacidad
fitoremediadora de Rosmarinus officinalis L. “Romero” en aguas contaminadas con arsénico.

Los resultados de dicha identificacion y tipificacion corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE

ORDEN: LAMIALES

FAMILIA: LAMIACEAE

GENERO: Rosmarinus

ESPECIE: Rosmarinus officinalis L.

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

Arequipa 7 de Setiembre del 201

/Léoncio Marifio Herrera
- DIRECTOR
rbarium Areqvipense (HUSA)

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

AREQUIPA — PERU
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ANEXO 2

Tabla 3.2 Linealidad

N° de Cr I L I I

adicion (ug. L™ (nA) (nA) (nA) (nA)
0 1.23 -18.23 -16.79 -17.77 -17.6040.735
1 2.46 -38.19 -36.48 -35.84 -36.8441.215
2 3.68 -57.52 -56.02 -52.57 -55.3742.535
3 4.89 -73.20 -77.01 -70.11 -73.4443.459
4 6.10 -94.11 -92.02 -86.01 -90.71+4.206
5 7.30 -113.76 -107.4 -103.04 -108.07+5.388

TABLA 3.3 Repetibilidad

N de| I I & T+ds cv
adicion | (nA) (nA) (nA) (nA) (%)
0 -15.64 | -16.99 | -16.51 -16.38+0.78 4.75
1 -33.40 -36.2 -34.47 -34.69+1.61 4.64
2 -52.52 | -54.84 | -50.98 -52.78+1.98 3.75
3 -69.84 | -70.65 | -69.89 -70.1441.01 1.44
4 -86.82 | -86.27 | -86.99 -86.69+1.65 1.90
5 -101.23 | -102.81 | -100.98 | -101.67+1.80 1.77

Tabla 3.4 Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

Valores obtenidos para LOD (ug. L") y LOC(ug.L™1)

b -14.122
Y, 0.0053
= 1.2815

LOD 0.1113
LoC 0.3706

Tabla 3.5 Valores obtenidos para el Porcentaje de Recuperacion % R de las
Hojas del Rosmarinus officinalis L.

Concentracién .,
. Recuperacion
determinada

0,
(mg.L'l) (/0)
5 0.500 0.4856 £ 0.011 97.12

Volumen Concentracion
afiadido (pL) | teorica (mg.L?)
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ANEXO 3

IMAGENES DEL PROCEDIMIENTO DE LA EXTRACCION DE
CLOROFILA DE LAS HOJAS DEL Rosmarinus officinalis L. (Romero)

Se pesaron las muestras de Se licuaron las muestras con Se almacenaron 24
hojas de Rosmarinus metanol. horas con metanol.

Se llevaron a temperatura de 90°C ~ Se centrifugaron a Se determino la clorofila
por espectrofotometria.
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ANEXO 4

IMAGENES DE LAS HOJAS DEL Rosmarinus officinalis L. (Romero)

Recoleccion de Rosmarinus officinalis Rosmarinus officinalis L.
L. (Romero)

-

Cubetas de vidrio disefiadas para la
Bioacumulacion de Arsénico (IlI) en
Rosmarinus officinalis L. (Romero)

Limpieza y division de Rosmarinus
officinalis L. (Romero)

Rosmarinus officinalis L. (Romero) (Romero)
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