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RESUMEN

El presente trabajo busca proporcionar mas de una alternativa para el monitoreo de
metales pesados en el litoral marino de nuestra region, para asi utilizar especies propias
de nuestro medio y dar a conocer el estado de contaminacion del espacio marino de

Arequipa.

El método usado para la determinacion de las concentraciones de Cadmio y Plomo fue el
de voltamperometria de redisolucién anddica en cual fue validado mostrando ser lineal,
exacto, preciso, con LDD y LDQ de 0.0015 y 0.0021 mg/Kg para Plomo y 0.00038 y
0.00039 mg/Kg para Cadmio, respectivamente.

Se realizaron algunas comparaciones entre la técnica de determinacién
voltamperométrica de Pb(Il) y Cd(Il) con la técnica por ICP, no se reportaron diferencias
estadisticamente significativas por lo que se decidio realizar el muestreo con el método

de voltamperometria de redisolucién anddica.
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Una vez validado y elegido el método para la determinacion de los metales propuestos,
se realizd un monitoreo de estos metales en macroalgas pertenecientes a las especies
Lessonia Nigresceus, Porphyra Columbina y Corallina officinalis, las mismas que fueron
tomadas de 5 puntos a lo largo del litoral de la Region Arequipa, correspondientes a el
litoral de Camanad, Puerto de Atico, Mollendo, Periferie de Tisur y Punta de Bombén, de
estos puntos a su vez se tomaron muestras a dos distancias, vale decir, en la orillay a una
milla y media de distancia mar adentro, por cada punto de muestreo se tomaron 3
muestras, las mismas gque una vez obtenidas fueron trasladadas al laboratorio, lavadas con
agua calidad ultrapura y procesadas para la determinacién del contenido de los metales
pesados propuestos, este proceso de muestreo se realizé una vez por cada estacion del afio
de otofio del 2015 a invierno del 2016.

Al realizar el monitoreo de las macroalgas en los 5 puntos de muestreo se encontraron
concentraciones que van de 5.51 a 104.73 mg de Plomo por Kilogramo de macroalga y
de 2.24 a 10.00 mg de Cadmio por kilogramo de macroalga, mostrando la macroalga
Lessonia nigresceus una mayor captacion de Cadmio Il y Plomo Il., habiendo

fluctuaciones entre estaciones en el afo.

En paralelo al monitoreo de las concentraciones de Pb(ll) y Cd(ll) en las muestras de
macroalgas, se realizo también la determinacion de los metales pesados en aguas de mar
del litoral de la Region Arequipa, correspondientes a los mismos puntos de muestreo del
monitoreo, habiendo concentraciones de Plomo en el rango de 24.81 a 34.8 mg/L y de
3.17 a 4.37 mg/L de Cadmio, estando solo en el punto de Tisur por encima de los niveles

conocidos como seguros.

Palabras Clave: Cadmio, Plomo, Voltamperometria, macroalga, monitoreo.
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ABSTRACT

This paper seeks to provide more than one alternative for monitoring heavy metals in the
marine coast of our region, so the use of these species that are in our media and amounce

the state of pollution of Arequipa’s marine space.

The method for determining the concentrations of cadmium and lead was the anodic
stripping voltammetry which was validated shown to be linear, accurate, precise, with
LDD and LDQ 0.0015 and 0.0021 mg / kg for lead and 0.00038 and 0.00039 mg / kg for

cadmium, respectively.

Some comparisons were made between voltammetric technique determination of Pb (1)
and Cd (I1) with art by ICP technique were made, no statistically significant difference
were reported so it was decided to conduct the sampling method anodic stripping

voltammetry.
Once validated and chosen the method for the determination of the proposed metals,

monitoring of these metals was carried out in macroalgae belonging to the species

Lessonia Nigresceus, Porphyra Columbina and Corallina officinalis, the same as they
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were taken from 5 points along the coast of Arequipa, corresponding to the coast of
Camand, Puerto Atico, Mollendo, Periferie of Tisur and Punta de Bombon, of these
points, samples were taken at two distances, on the shore and a mile and a half distance
offshore, for each sampling point, 3 samples were taken, the same as once were obtained
were transferred to the laboratory, washed with ultrapure water quality and processed for
determination of heavy metals proposed, this sampling process was carried out once per

season autumn winter 2015 to 2016.

When monitoring of macroalgae in the 5 sampling points were found concentrations
ranging from 5.51 to 104.73 mg of lead per kilogram of macroalgae and 2.24 to 10.00 mg
of cadmium per kilogram of macroalgae they, showing macroalgae lessonia nigresceus
increased uptake Cadmium 1l and Lead Il., having fluctuations between seasons in the

year.

In parallel to the monitoring of the concentrations of Pb (1) and Cd (II) in samples of
macroalgae, it was also the determination of heavy metals in in seawater off the coast of
Arequipa Region corresponding to the same sampling points monitoring, having lead
concentrations in the range of 24.81 to 34.8 mg/ L and 3.17 to 4.37 mg / L of cadmium,
being only at the Tisur point above levels known to be safe.

Keywords: Cadmium, Lead, voltammetry, macroalgae, monitoring.
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INTRODUCCION

La contaminacion se define como la existencia de concentraciones que se hallan sobre los
valores seguros de ciertas sustancias, sedimentos u organismos en el agua o en la
atmosfera, dentro de los diferentes tipos de contaminantes inorganicos, no solo en el agua,
sino en el medio ambiente en general, los metales pesados han sido identificados como
los contaminantes mas peligrosos. Los metales pesados son aquellas sustancias que tienen
una densidad superior a los cinco gramos por centimetro cubico (cinco veces la densidad
del agua); en cierto grado estos metales son solubles en agua, pero son mas solubles a pH
acidos. Los metales pesados resultan téxicos cuando exceden las concentraciones
normales; tienen efectos toxicos sobre las células, principalmente como resultado de su

capacidad para alterar o desnaturalizar las proteinas.®®

Los compuestos que contienen otros metales pueden alterarse, pero los metales pesados
aun permanecen en las formas mas toxicas del metal. Debido a su movilidad en los
ecosistemas acuaticos naturales y a su toxicidad para las formas superiores de vida, a los
iones de metales pesados presentes en los abastecimientos de aguas superficiales y
subterraneos se les ha dado prioridad como los contaminantes inorganicos mas
importantes en el ambiente. Los metales son especies quimicas no degradables ni
bioldgica ni quimicamente en la naturaleza; por tal motivo, una vez vertidos al medio
ambiente, solo pueden distribuirse entre los entornos: aire, agua y suelo, a veces

cambiando su estado de oxidacion, o incorporandose en los seres vivos.®
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En el Perq, las algas de proveniencia marina son exportadas y utilizadas como materia
primaen la industria de alginatos, carragenanos y agar; y en grado menor, utilizadas como
alimento para humanos. En los ultimos afios ha habido una creciente importancia
econdmica de estos recursos y esto ha llevado a niveles de explotacion creciente. Las
algas tienen una importancia social relevante, pues la recoleccion se realiza por
pescadores artesanales y sus familias, quienes dependen total o parcialmente de estos
recursos. Las algas de importancia econdmica son también ecoldgicamente significativas,
no solo por ser la base de cadenas troficas bentonicas, sino porque ademas constituyen

habitat, zonas de asentamiento larval o lugares de refugio para invertebrados y peces. ¢

La mayoria de metales pesados son bioacumulados en los 6rganos y tejidos blandos
comestibles de peces, moluscos, crustaceos, algas y otros organismos marinos y llegan al
hombre a través de la cadena alimenticia y le causan efectos negativos acumulativos, la
mayoria de veces irreversibles. En las algas la via de absorcion ocurre a través de las
paredes celulares y la tendencia de acumularlos esta relacionada por la afinidad hacia los
polisacéridos cargados negativamente en la pared celular, como un proceso de
intercambio i6nico principalmente con alginatos y mucopolisacaridos sulfatados
reduciendo asf la toxicidad de muchos metales.*’

En nuestro pais existen algunas investigaciones que han determinado la bioacumulacion
de metales pesados en sistemas biologicos, sin embargo, aun no hay reportes de estudios
realizados en nuestra region Arequipa, ademas no se ha utilizado especies algales
macroscopicas de procedencia marina y de explotacion para realizar dichos estudios.
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HIPOTESIS

Dado los resultados obtenidos en un trabajo preliminar y las concentraciones probables
de Pb(1l) y Cd(ll) en agua de mar, es posible que tres especies de macroalgas marinas
puedan captar estos metales, constituyéndolos en una alternativa de bioindicador de

contaminacion marina.
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OBJETIVOS

v" Validar el método para la determinacién de Pb(ll) y Cd(ll) en agua y macroalgas
marinas por voltamperometria de redisolucion anodica.

v" Comparar la técnica de determinacion voltamperométrica de Pb(Il) y Cd(ll) con
la técnica por ICP.

v Determinar las concentraciones de Pb(Il) y Cd(ll) en aguas de mar del litoral de
la Region Arequipa.

v" Determinar las concentraciones de Pb(Il) y Cd(ll) presentes en tres especies de
macroalgas (Lessonia Nigresceus, Corallina officinalis y Porphyra Columbina).

v Evaluar las concentraciones de Pb(Il) y Cd(Il) en las macroalgas en diferentes

estaciones del afo.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

I.1.1. INTRODUCCION

La contaminacion por metales pesados se ha convertido en un problema mundial de gran
preocupacion, debido a sus efectos toxicos altos, mayor bioacumulacion en el cuerpo
humano y cadena alimentaria, la naturaleza de la no biodegradabilidad, y por ser muy
probablemente cancerigenos para los seres humanos. De entre los diversos iones
metalicos, plomo, mercurio, cadmio, y cromo (V1) se encuentran en la parte superior de

la lista de toxicidad.t

Ademas estos metales en trazas son directamente toxicos para los organismos acuéaticos
y también se acumulan significativamente por numerosas especies marinas. Bacterias,
hongos, mejillones, peces y algas, en diferentes entornos, han demostrado ser Gtiles como
sorbentes de metales traza. En particular las macro algas son reconocidas por concentrar
metales hasta niveles muchas veces més altos que las que se encuentran en aguas

circundantes.

La utilidad de emplear algas para monitorear metales en el medio ambiente acuatico se
basa en el hecho de que estas especies responden basicamente a los metales presentes en
solucidon en las aguas estudiadas. Ademas, se reconoce que las comunidades de algas
podrian proporcionar informacién mas compleja sobre la calidad del agua. La union de
metales por macro algas resulta ser fuerte, con s6lo un intercambio minimo entre los

metales captados y el agua del ambiente.®

Es por esto que se planted realizar un trabajo piloto sobre la posible concentracion de
Pb(I1) y Cd(Il) presente en tres especies existentes en el litoral Arequipefio, y con los
datos obtenidos realizar un muestreo planificado en distintas zonas del litoral y épocas
del afio, para la postulacion de estas o alguna de estas como bioindicadores de

contaminaciéon marina.
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1.1.2. METALES PESADOS

Se considera metal pesado a aquel elemento que tiene una densidad igual o superior a
5g/cm® cuando esta en forma elemental, o cuyo nimero atémico es superior a 20
(excluyendo a los metales alcalinos y alcalino-térreos). Su presencia en la corteza terrestre
es inferior al 0.1 % y casi siempre menor del 0.01%. Junto a estos metales pesados hay
otros elementos quimicos que aunque son metales ligeros o no metales se suelen englobar
con ellos por presentar origenes y comportamientos asociados; es este caso del As, B, Ba

y Se.’

Dentro de los metales pesados hay dos grupos:
A) Oligoelementos o micronutrientes, que son los requeridos en pequefias
cantidades traza por plantas y animales, y son necesarios para que los
organismos completen su ciclo vital. Pasando cierto umbral se vuelven toxicos.

Dentro de este grupo estan: As, B, Co, Cr, Mo, Mn, Ni, Se y Zn.

B) Metales pesados sin funcion bioldgica conocida, cuya presencia en determinadas
cantidades en seres vivos lleva a disfunciones en el funcionamiento de sus
organismos. Resultan altamente toxicos y presentan la propiedad de acumularse

en los organismos vivos. Son, principalmente: Cd, Hg, Pb, Cu, Ni, Sb, Bi.

La toxicidad de los metales pesados esta relacionada con su accion directa sobre los seres
vivos, a traves del bloqueo de las actividades bioldgicas, causando dafios irreversibles en
los diferentes organismos. El bloqueo de canales, la reaccion de los cationes metalicos
con sitios aniénicos de la pared de la membrana, o la capacidad de los metales pesados
de atravesar las membranas celulares claramente constituyen un factor critico en muchas
de sus acciones toxicas. Ademas, la transferencia de los metales a través de la membrana
también pueden estar implicados en su absorcidn, distribucién en el cuerpo, y la
excrecion, y por lo tanto la transferencia a través de la membrana ayuda a determinar la
toxicocinética de metal. Debido a su alta afinidad por las proteinas y muchas otras
moléculas bioldgicas, los metales pesados no existen en los sistemas biolégicos en una

forma libre o independiente.
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Para que los metales pesados puedan ejercer su toxicidad sobre un ser vivo, deben
encontrarse disponibles para ser captados por éste, es decir que el metal debe estar
biodisponible. El concepto de biodisponibilidad se encuentra intimamente relacionado
con las condiciones fisicoquimicas del ambiente, que determinan la especiacion y por lo
tanto la concentracion de metal libre y 1abil. Por ello es fundamental cuando se pretende
determinar el grado de contaminacion por metales pesados de un ambiente, conocer su

biodisponibilidad.

El contenido de metales pesados en suelos deberia ser Unicamente funcién de la
composicion del material original y de los procesos edafogénicos que dan lugar al suelo.
Sin embargo, la actividad humana incrementa el contenido de estos metales en el suelo
en cantidades considerables, siendo ésta, sin dudas, la causa mas frecuente de las
concentraciones toxicas. Como resultado, se emiten grandes cantidades de particulas que,
después de un cierto tiempo de permanencia en la atmosfera, precipitan en los suelos lejos

del lugar donde han sido vertidas®.

La rapida expansion de la industria y el incremento de las actividades domésticas han
dado lugar a un aumento considerable de la cantidad de residuos emitida al medio
ambiente. Plantas de aguas residuales municipales e industriales generan millones de
toneladas de lodos residuales que requieren costos y esfuerzos®. Las principales fuentes
de contaminacion ambiental con metales pesados son los residuos procedentes de los
vertidos industriales, actividades mineras, aplicacion de plaguicidas y también del trafico
rodado.

El suelo acumula y concentra los metales pesados, debido a su capacidad de retencion,
sobre todo en las capas superficiales. De hecho, la acumulacion de los metales pesados
tiene lugar en la parte biolégicamente mas activa del suelo, de modo que los metales
pueden ser facilmente accesibles para los cultivos®. Las reacciones quimicas, que tienen
lugar en el suelo, controlan el movimiento de los metales dentro del suelo y su absorcion

por las plantas.
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1.1.2.1. Cadmio

El cadmio (grupo IIB de la tabla periddica de elementos) es un metal pesado que
presenta un riesgo grave para la salud humana. El cadmio se encuentra
normalmente en los minerales, junto con el zinc, cobre y plomo. Por lo tanto la
actividad volcanica es una razon natural para un aumento temporal de la
concentracion de cadmio en el medio ambiente. EI cadmio se utiliza ampliamente
en la industria de procesos, por ejemplo: como un agente contra la corrosion, como
agente estabilizador en productos de PVC, como un pigmento de color, un
absorbente de neutrones en las centrales nucleares, y en la fabricacion de baterias
niquel-cadmio. Fertilizantes de fosfato también muestran una carga grande de
cadmio. Aunque algunos productos que contienen cadmio se puede reciclar, una
parte importante de la contaminacion por cadmio general es causada por el
vertimiento y la incineracion los residuos de cadmio contaminados. Las emisiones
totales mundiales de las cantidades de cadmio son de 7000 t/afio. EI cadmio es un
xenobiotico ubicuo y de comprobada toxicidad para el hombre y los ecosistemas,
su alta permanencia en el medio ambiente y sus innumerables usos lo hacen un

elemento de toxicidad similar o mayor que la del plomo para el medio ambiente.®

1.1.2.1.1. Efectos sobre la salud.

Exposicion Aguda.- Sintomas parecidos a la gripe, debilidad, fiebre, dolor
de cabeza, escalofrios, sudoracion y dolor muscular. EI edema agudo de
pulmén generalmente es desarrollado dentro de las 24 horas alcanzando
un maximo de tres dias. Si la muerte por asfixia no se produce, los sintomas

pueden resolverse en una semana.?

Exposicidn Cronica - La consecuencia mas grave es el cancer (pulmén y
préstata). El primer efecto observado es generalmente dafio renal crénico,
que se manifiesta por la excrecidn en exceso de proteinas (de bajo peso
molecular) en la orina. También se cree que causa enfisema pulmonar y

enfermedad de los huesos (osteomalacia y la osteoporosis). ElI cadmio
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también puede provocar anemia, decoloracion de los dientes (Cd formas
CdS) y la pérdida de olfato (anosmia).®

1.1.2.1.2. Persistencia del Cadmio

El tiempo de permanencia del cadmio en suelos es de hasta 300 afios y el
90% permanece sin transformarse. El cadmio llega al suelo de los terrenos
agricolas por deposicion aérea (41%), con los fertilizantes fosfatados
(54%), por aplicacion de abono de estiércol (5%) y, en el Peru
frecuentemente por efluentes que contienen residuos liquidos y sélidos de

plantas hidrometallrgicas de cadmio.

La presencia casi ubicua de algunos metales contaminantes, especialmente
el cadmio y el plomo en el medio ambiente, facilita su entrada en la cadena
alimentaria, por lo tanto aumentando el peligro de la salud humana y

animal.*

1.1.2.2. Plomo

El plomo estd presente naturalmente en la corteza de la tierra en pequefias
concentraciones, pero durante siglos se ha extraido y difundido en todo el entorno,
desde donde gradualmente se ha ido incorporando en el tejido estructural de las

plantas, los animales y los seres humanos’

El plomo es un metal pesado que no juega ningun papel en la fisiologia humana,
por lo que el nivel plasmatico ideal deberia ser cero. En la actualidad es
practicamente imposible encontrar alguna persona en la que no se detecten niveles

de plomo en sangre®.
La evidencia del uso de plomo se remonta a casi 6000 afios, y sintomas de

saturnismo fueron reconocidos por los médicos egipcios, griegos y romanos. Por

ejemplo, en 370 Bc Hipdcrates describio un ataque severo de célico en un hombre
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extractor de metales, y Plinio reporto casos de envenenamiento por plomo entre
los afios 23 y 79 AD. Incluso la caida del Imperio Romano se ha atribuido a la
intoxicacion crénica por plomo. En la historia mas reciente, en 1831 Thackrah
asocio el envenenamiento por plomo con "la enfermedad del minero ", descrito
por primera vez por Paracelso en el siglo XVI y apoyada posteriormente por un
estudio contemporaneo de la mala salud de los mineros en Derbyshire en 1857. Si
bien los casos de intoxicacion directa industrial han sido en gran parte controlados,
el grado de contaminacién por plomo en todo el mundo ha aumentado
enormemente en los Gltimos 60 afios. A nivel mundial, aproximadamente 4,5
millones de toneladas de plomo refinado se consumen cada afio. Se ha encontrado
que el aire urbano contiene 20 000 veces mas plomo desde el comienzo de época
de la moderna tecnologia. La contaminacion por plomo no se limita al entorno
urbano, los estudios han demostrado que la contaminacion con plomo de los hielos
polares y remotas aguas oceanicas también han aumentado mas de 400 veces. El
grado de contaminacién por plomo es tan alto que la media occidental ha mostrado
una carga corporal total de plomo de 500-1000 veces mayor que el nivel "natural”
de fondo encontrados por el hombre pretecnoldgico. Cabe sefialar, sin embargo,
que un estudio ha concluido que los niveles de plomo en el medio ambiente (y
humano) se han reducido desde finales de 19608.

1.1.2.2.1. Fuentes de exposicion al plomo

La exposicién ambiental al plomo es un problema detectado hace décadas,
principalmente en sectores urbanos o rurales cercanos a fundiciones o
mineras, con contaminacion geolégica del suelo o agua, en ciudades con
alta contaminacion por combustion de gasolina con aditivos de plomo,
entre otros. La exposicion ocupacional al plomo se produce en actividades
de mineria, fundiciones, fabricacion y empleo de pinturas, baterias,
tuberias, plaguicidas, envases con soldaduras de plomo, asi como en la
industria del cable, del plastico, vajillas, ceramicas, del vidrio y del cristal.
La exposicion doméstica se produce por la ingestién de pinturas con

aditivos de plomo, el empleo de cafierias con plomo o por ingesta de
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alimentos acidos (jugos de frutas y vegetales) que liberan didxido de
plomo de los esmaltes de recipientes de ceramica. Los cigarrillos, juguetes

para nifios, loncheras de vinilo y joyeria son otras fuentes de exposicion®.

La dieta es una importante fuente de exposicion al plomo. Un adulto sano
no expuesto al plomo ingiere diariamente de 0.3 a 0.5 mg de este metal, el
80% del mismo es eliminado por el rifidn. Si la ingesta es superior a 0.6
mg/dia, el plomo se acumula y puede provocar una intoxicacion. Por

consiguiente los contenidos maximos deben de ser lo mas bajos posibles®.

En éareas rurales, los niveles de plomo en el aire son del orden de 0.1 pg
Pb/m? y ocasionalmente pueden ser muchos mayores. Es el uso de plomo
como aditivo antidetonante en las gasolinas lo que méas ha contribuido a la
acumulacioén de este metal en el medio ambiente. EI plomo procedente de

las gasolinas supone el 76% de las emisiones de este metal a la atmosfera'®.

1.1.2.2.2. Toxicocinética

Aungue el plomo no suele producir intoxicaciones agudas, su acumulacion
en el organismo hace que la exposicion a dosis bajas a largo plazo, en el
medio laboral o a través del aire, agua o alimentos, dé lugar a la expresion
de una toxicidad crénica. Partiendo de que la exposicion a una cierta
concentracion de plomo es inevitable, se considera que la concentracion
sanguinea en la poblacion no especialmente expuesta, es de 10 pg/dL como
maximo, y que el nivel a partir del cual hay que tomar medidas en los nifios
es de 10-14 pg/dL°.

El plomo puede penetrar en el organismo por tres vias: respiratoria,
digestiva y cutanea, siendo esta Ultima de escasa entidad. El plomo que
atraviesa la piel pasa a través de los foliculos pilosos y glandulas sebaceas
y sudoriparas directamente al torrente sanguineo. En la especie humana la
absorcién de plomo por via inhalatoria es minima en comparacion con la

via digestiva. En el caso de penetrar por via respiratoria se combina con
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proteinas o con el CO> espirado, formandose PbCOs3 soluble. Por via
respiratoria, la mas importante en el medio laboral, se llega a absorber el
40% del plomo, parte de este plomo se fija a la saliva y se traga. Respecto
a la absorcion digestiva, mientras los adultos absorben el 10%, los nifios

absorben hasta el 50% del Pb ingerido®.

Tras ser absorbido, el plomo en el organismo sigue un modelo
tricompartimental:
v El sanguineo (el 2% del contenido total, cuya vida media es de
3615 dias)
v El de los tejidos blandos (cuya vida media es algo ma prolongada)
v El 6seo (que representa el 90% del contenido total con una vida
entre 10 y 28 afios)
El plomo circula unido en un 95-99 % transportado por los hematies, unido
a la Hb y otros compuestos. Se distribuye desigualmente en los tejidos;
cerca del 10 % del plomo es almacenado en los tejidos blando, conteniendo
el tejido oseo el restante 90 %. En el hueso el plomo es incorparado a los
cristales de hidroxiapatita, de los cuales puede ser utilizado lentamente. Si
las concentraciones de plomo en sangre son elevadas, el almacenamiento
en huesos se ve favorecido, pudiendo acumularse un 94 % del plomo

absorbido.

Se excreta fundamentalmente por orina(80 %) y de forma secundaria por
heces, saliva 'y faneras. En el caso de baja exposicion al plomo, existe un
equilibrio entre el aporte del toxico y la eliminacion. Pero pasado un cierto
nivel, comienza a acumularse. Este nivel depende no solo del grado de
exposicion, sino tambien de la edad y de la integridad de algunos organos

como el higado y el rifion.

La semivida del plomo circulante es de unos 25 dias, la del plomo de los
tejidos blandos de unos 40 dias y la del plomo depositado en los huesos
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puede se hasta de 30 afios. Por ello el plomo en el hueso puede ser utilizado

para describir, en el tiempo, el contenido corporal del mismo?°.

1.1.2.2.3. Sintomas de toxicidad por plomo.

Los sintomas cléasicos de la toxicidad del plomo por lo general se
correlacionan con las La concentraciones de plomo en sangre, de 25-50
pg/dL en nifios y 40 a 60 pg/dL en adultos. La (Tabla 1) describe los
efectos clinicos a la exposicién al plomo en nifios y adultos. Los sintomas
gastrointestinales son muy comunes en la toxicidad del plomo, pero puede
ser engafioso en ausencia de una exposicion sospechosa. Colicos y
estrefiimiento son los sintomas mas comunes y pueden ser atribuibles a la
disminucioén de la liberacién de acetilcolina preganglionar y a la inhibicion
Na*, K*-ATPasa intestinal resultando en anormalidades del flujo de agua.
Ademas se presenta dolor de cabeza, agitacién y disminucién de la
actividad de los cambios de estupor y en intoxicaciones severas,
convulsiones. Los adultos expuestos al plomo presentan los mismos tipos
de sintomas neurolégicos que los nifios, sélo que a niveles mas altos de
plomo en sangre!.

Los signos caracteristicos de la toxicidad crénica por plomo disminuyen
la conduccion nerviosa, lo que resulta en la neuropatia periférica y

debilidad del extensor del antebrazo, provocando caida de la mufieca.

La neuropatia periférica es el efecto mas comunmente reportado a la
exposicion ocupacional al plomo y puede ser mal diagnosticada como
sindrome de tanel carpiano. Esta neuropatia es mas comdn en adultos que
en nifios y se cree que la causa es la destruccion de células de Schwann,
seguido por desmielinizacion segmentaria y degeneracion axonal. Debido
a su afinidad por varios grupos funcionales, particularmente grupos
sulfidrilos, el plomo inhibe tres enzimas importantes en la sintesis del
grupo  hemo: 4cido  d-aminolevulinico, coproporfirinégeno vy

ferroquelatasa. La intoxicacion por plomo se caracteriza por una anemia
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microcitica 0 normocitica hipocromica con reticulocitosis que pueden
estar asociados a bajos niveles de hierro.
Tabla 1 Presentacion clinica de la toxicidad por plomo basada en los

niveles de plomo sanguineos 2.

Cc?rl\c::zgtl;g?iin Clinical Presentation®
Level of Toxicity (ug/dL) Children Adults
Asymptomatic or <10 Decreased learning and memory, b
impaired abilities decreased verbal ability, impaired fine

motor coordination, signs of ADHD
or hyperactivity, lower IQ, impaired
speech and hearing

Mild 10-39 Myalgia or parasthesia, irritability, mild
fatigue/lethargy, occasional abdominal
discomfort

Moderate >40-50 Arthralgia, difficulty concentrating, Fatigue, somnolence, moodiness,
general fatigue, headache, muscular lessened leisure interest,
exhaustibility, tremor, weight loss, impaired psychometrics, chronic
vomiting, constipation, diffuse hypertensive effects, reproductive
abdominal pain effects

Severe >70-80 Lead lines (blueish black appearance on Headache, memory loss, decreased
gingival tissue), colic (intermittent, libido, insomnia, metallic taste,
severe cramps), parasthesia or abdominal pain, constipation,
paralysis, encephalopathy myalgia/arthralgia, nephropathy

Severe, acute >100-150 Encephalopathy, seizures, anemia, Encephalopathy, various CNS effects,
nephropathy anemia, nephropathy

*ADHD = attention-deficit/hyperactivity disorder, IQ = intelligence quotient, CNS = central nervous system.
ENot applicable.

La anemia inducida por plomo se hace evidente cuando el nivel de plomo
en la sangre sigue siendo significativamente elevado durante periodos
prolongados de tiempo. La exposicion crénica disminuye tanto la
biosintesis del hemo y la supervivencia de los glébulos rojos. Exposiciones

agudas a altos niveles de plomo también puede causar anemia hemolitica!.

1.1.3. PRINCIPALES CONTAMINANTES EXISTENTES EN EL MEDIO
ACUATICO

En el medio acuatico estan presentes numerosos contaminantes que pueden provocar
efectos dafinos sobre los organismos que habitan en él. La distribucion de dichos
contaminantes en el medio acuatico esta determinada por tres procesos basicos: su
acumulacion en el sustrato béntico, su distribucion en la columna de agua y su captacién

por parte de los organismos, bien a través de las branquias o del sistema digestivo 3. Estos

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

compuestos, una vez que entran en el interior de los organismos, pueden seguir varias
rutas, tales como la acumulacion a largo plazo, la produccion de efectos tdxicos de forma
directa o indirecta tras su biotransformacion y la excrecion al medio externo. Todos estos
efectos pueden tener repercusion sobre células, tejidos, organismos e, incluso,
poblaciones 12

Los metales pesados estan ampliamente difundidos en el medio externo, debido a sus
numerosas aplicaciones. Muestran, en general, una alta toxicidad sobre tejido neuronal,
hepatico y renal, provocada en parte por el dafio oxidativo en dichos tejidos debido a la

generacion de oxirradicales 3

Las diferencias especificas en esta toxicidad se deben a las distintas propiedades fisico-
quimicas de los metales dentro de los organismos vivos. A continuacion, se presenta una

breve descripcion de aquellos mas importantes.

-La caracteristica tipica de la intoxicacion por cobre es la necrosis hepética. Sus
aplicaciones practicas son variadas e incluyen desde su uso en la industria eléctrica y del
automavil hasta su empleo como fungicida y algicida, estimandose la produccion global
anual en unos 13,6 millones de Tm (ATSDR, 1990).

-La presencia del cadmio en el medio ambiente se debe, principalmente, a actividades de
galvanizacién y a su uso en pinturas y en baterias. Es toxico para el higado, el rifion y el

sistema nervioso central.

-Las principales aplicaciones del mercurio son la mineria (antiguamente se empleaba en
la extraccion de oro), como fungicida, como componente de ciertos medicamentos y la
produccion de plasticos. La produccién mundial de mercurio esta estimada entre 10.000
y 15.000 Tm anuales. Las principales vias de contaminacion son a través de la piel, por
la dieta y por contacto con vias respiratorias. Afecta sobre todo a los sistemas nervioso,
renal y gastrointestinal, pudiendo dar lugar a Glceras y hemorragias.

-Normalmente el plomo se encuentra en el polvo, en cosméticos, algunas pinturas, agua,

remedios caseros, y puede provocar, entre otros efectos, disfunciones hematologicas,
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gastrointestinales y neuroldgicas. Los sedimentos de un ecosistema acuético reflejan la
calidad de sus aguas 6. Después de ingresar los metales pesados al ambiente marino a
través de fuentes naturales y/o antropogénicas, son distribuidos a través del agua, hacia

la biota y sedimentos. 8

Cuando se desea revisar mejor el ambiente de contaminacion por metales pesados en
cuerpos de agua marinas *8, los sedimentos marinos y estuariales son una matriz ambiental
que por su origen integra en el tiempo los cambios geoquimicos que ocurren en la
columna de agua. Es asi que estudios de mediano y largo plazo generan aportes
interesantes y antecedentes en la historia de alteracion de un &rea. Las concentraciones de
metales pesados en sedimentos generalmente son mas altas que las encontradas en el
agua, razon por la cual son ampliamente utilizados como indicadores de la contaminacion
que han sufrido los ecosistemas marinos?®. Por lo tanto, los metales pesados que son
inmovilizados en los sedimentos constituyen un riesgo potencial en la calidad del agua y

la biota debido a que pueden ser liberados de nuevo a la fase acuosa *®

El habitad y nuestros habitos alimenticios influyen en la ingesta de metales pesados en
los organismos acuaticos. Las especies filtradoras y organismos planctonicos estan méas
expuestos a los metales pesados disueltos en el agua, 0 asociados a particulas. Los
sedimentivoros y la meiofauna por otra parte, captan los metales al ingerir particulas
sedimentarias y las aguas asociadas a los poros del sedimento, asi como los metales

presentes en las bacterias que viven asociadas al sedimento. 2°

Se ha reportado que tanto exposiciones a concentraciones altas como bajas de
metales pesados puede llevar a la muerte de algunos organismos, cuando la exposicion se
da por tiempos 1. Los efectos subletales de los metales pesados, en una gran variedad de
organismos, conducen a cambios en su morfologia o histologia; fisiologia (crecimiento,
desarrollo, capacidad de nado, respiracion y circulacion); bioguimica (quimica sanguinea,
actividades enzimaticas), y endocrinologia, conducta y reproduccion. Asimismo la
degradacion de ecosistemas se visto influido con el incremento de metales pesados en
sistemas marinos (esteros, lagunas, bahias) produciendo mortandad principalmente en los

estadios larvales y juveniles de aquellas especies que tienen la propiedad de ser
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organismos filtradores . Segln reportes ?'resulta dificil establecer la concentracion de
metales que podria considerarse normal, o establecer que concentracion de elementos
traza esta dentro de los requerimientos de los organismos. Se ha considerado que la costa
chilena presentaria naturalmente, concentraciones relativamente mas altas de algunos

metales.

El cobre es un elemento esencial que es eficientemente regulado a bajas
concentraciones, pero es rapidamente tdxico para organismos acuaticos, cuando aumenta
la concentracion en el ambiente. La toxicidad acuética debida al cobre esta bien estudiada,
y hay evidencia experimental de que un considerable nimero de especies son sensibles a
concentraciones disueltas tan bajas como 1 — 10 pg/L. Este elemento es abundante en el
medio ambiente y esencial para el crecimiento normal y metabolismo de todos los
organismos vivos. Las descargas de cobre en la biosfera global son debidas
principalmente a actividades humanas, especialmente mineria, produccion, refineria y el
tratamiento y reciclado de productos industriales y desperdicios. Algunos compuestos,
especialmente sulfato de cobre, también contribuyen al aumento de este elemento en el
medio ambiente debido a que es usado intensamente en areas geograficas determinadas
para el control de especies de mosquitos de plantas acuaticas e invertebrados,
enfermedades de plantas terrestres y ecoparasitos de peces y animales de consumo
humano 22
Los compuestos de cobre son altamente usados como plaguicidas en el control de algas y
macrofitos. También, son usados en agricultura, en productos veterinarios y médicos, en

la industria de alimentos y como preservantes de maderas y otros materiales?32*

1.1.4. MACROALGAS

En la actualidad el termino “algas” se usa de forma genérica para referirse a los vegetales
acuaticos y da la impresion de definir un conjunto homogéneo de vegetales, pero la verdad
comprende unos de los conjuntos mas variados, complejos y flexibles (morfoldgica,
bioguimica y fisiologicamente) del reino vegetal. Existen méas similitudes (evolutivas,
fisiol6gicas y bioquimicas) entre una especie del genero Chlorella (alga unicelular

planctonica marina) y una sequoia gigante, que entre una macroalga Clorofita y una
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Rodofita que viven en el mismo hébitat, a veces unas sobre otras y a veces dificiles de

distinguir morfologicamente.

El término "algas™ no existe en Taxonomia y considerar que los organismos que se
denominan "algas” son iguales es un error tan comun como engafioso, y muy parecido al

que sugiere que todas las algas tienen las mismas utilidades agricolas.

Es asi que para entender un grupo de vegetales con fotosintesis oxigénica, se ha de usar
el término "algas" que ademas precisan de una elevada humedad o una inmersion

permanente en agua y que incluye 28:

e A los tres grandes grupos de macroalgas marinas (desde las Feofitas que
componen los bosques submarinos de hasta 50 metros de altura, a las Rodofitas y
Clorofitas),

e A las microalgas eucariotas, unicelulares o filamentosas, de ambientes marino,
dulceacuicola, salobre y terrestre

e A las cianobacterias (procariotas), unicelulares o filamentosas, de ambientes
marino, dulceacuicola, salobre y terrestre, incluyendo a las no fijadoras de
nitrégeno y a las cianobacterias capaces de fijar nitrogeno, tanto en simbiosis

como libres.

Las macroalgas marinas son organismos fotosintéticos que son equiparables con las
plantas terrestres tanto por ser los productores de oxigeno y biomasa de los cuales
dependen el resto de los seres vivos de la cadena alimenticia en el agua, como por generar
una multitud de condiciones donde ellos habitan, tales como servir como sustrato o
preparar el sustrato y microcondiciones donde otros seres vivos se adhieren o encuentran
refugio. Ademas de su importancia como alimento, y multitud de productos que se
obtienen de ellas, forman parte importante del paisaje acuatico.

El grupo de macroalgas estd formado por una gran diversidad de especies que han sido

tradicionalmente distinguidas por su color: las algas verdes, pardas y rojas.?’

Adicionalmente, los conjuntos de macroalgas a menudo responden a cambios en

condiciones del ambiente funcionando entonces como indicadores de otros procesos en
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desarrollo. La respuesta puede ser directa (ej. enriquecimiento de nutrientes por fugas en
la agricultura); si bien respuestas indirectas, como la desaparicion dramética de la
cobertura de algas debido a la sobrepesca o la pérdida de especies clave, también han sido
bien documentadas. Poco se sabe sobre como exactamente aportan las macroalgas a los
ecosistemas de Galapagos; su contribucion es, ademas, amplia y variada, talvez debido a
las maltiples zonas biogeogréaficas en el Archipiélago y su mosaico faunistico.

1.1.4.1. Divisiones de macroalgas

Chlorophyta. Las algas verdes, o Chlorophyta, estan representadas primariamente
en Galépagos por unos cuantos géneros que estan, ya sea ampliamente distribuidos
en los trépicos o son clasificados como cosmopolitas (ej. Enteromorpha spp.). El
endemismo (8 %) de este grupo ha decrecido considerablemente a medida que se
ha encontrado que las distribuciones de especies se extienden a lo largo de las
costas del Perd, el Ecuador continental y sus alrededores. Se nota con interés la
falta de géneros particulares que son comunes en otras partes con costas someras
calidas templadas a tropicales. De ellos, los géneros que aun no han sido
observados en Galapagos incluyen: Avrainvillea, Boodlea, Dictyosphaeria,

Halimeda, Microdictyon, Neomeris, Siphonocladus, Udotea y Valonia.

Heterokontophyta. Las algas pardas, o Heterokontophyta, conforman un grupo de
particular interés ecologico e importancia en las aguas de Galapagos. No sélo es
marcadamente alto el nivel de endemismo (43 %), sino que esta esencialmente
concentrado en dos de las once familias (Dictyotaceae, orden: Dictyotales y
Sargassaceae, orden: Fucales). Una sola especie de ‘kelp’ (Eisenia galapagensis,
familia: Alariaceae, orden: Laminariales) se conoce en la RMG; es endémica.
Heterokonfitas grandes en el mundo entero han demostrado funcionar como
microhabitats y proveer indicadores quimicos para el establecimiento de larvas de
peces e invertebrados, por lo que podria esperarse que jueguen también un rol

clave en los ecosistemas marinos de Galapagos.

Rhodophyta. Las algas rojas, 0 Rhodophyta, constituyen el grupo mas diverso de
macroalgas en Galapagos, y estan representadas por mas de 250 taxones. A esto
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se aflade un 30 % de endemismo entre las especies y taxones inferiores, y el
descubrimiento de dos géneros endémicos: Phycodrina (Delesseriaceae) y
Drouetia (Faucheaceae). Otros géneros representados con una gran proporcion de
especies endémicas son Laurencia (Rhodomelaceae), Lithophyllum
(Corallinaceae), y Prionitis (Halymeniaceae). La familia mas grande por sobre
todas, Corallinaceae, esté representada por casi 50 especies calcareas y es una de
las familias que presentan mayores retos para la identificacion de especies. Los
géneros de Rhodophyta que aun no han sido reportados para Galapagos pero que
se

esperaria encontrar en base a las condiciones de habitat incluyen Bangia, Digenea,

Liagora, Lomentaria, y Porphyra. %8

1.1.4.2. Usos historicos y actuales

Los arribazones de macroalgas y fanerégamas marinas han sido utilizadas durante
siglos como abono verde (o semicompostado) en casi todas las zonas agricolas
costeras Yy, sobre todo, islefias. En algunas islas del mar del norte, incluso han
constituido la base de la existencia de la agricultura ya que el suelo agricola lo ha
ido (y continua) fabricando el hombre mezclando arena y limo con las macroalgas

de arribazon.

Existen concesiones a ordenes monasticas bretonas de este "fertilizante
estratégico™ (aporte de nitrdgeno, potasio, oligoelementos, materia organica, etc.)
datadas desde el siglo XII. En Irlanda se cultivaban macroalgas marinas como
actividad agricola complementaria hasta principios del siglo XX, en zonas de
amplios intermareales, "plantando hileras de rocas" (sobre las que crecen las
grandes macroalgas pardas) separadas la distancia del carro que empleaban para
recolectarlas durante la bajamar. Los agricultores portugueses tuvieron desde
antiguo muy claras las diferencias agronémicas que generaban las arribazones de
macroalgas de las compuestas predominantemente por fanerbgamas marinas, a las
primeras las denominaban "sargaco™ y "molico™ a las de menor calidad.No existen
patentes del biofertilizante mas antiguo: La utilizacién de cianobacterias fijadoras
de nitrégeno simbidticas (Anabaena azollae) en el helecho acuatico Azolla, que
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aportaban (y continGan aportando) en vivo como biofertilizante (Nitrogeno)
fotosintético al acuicultivo mas importante del planeta (arroz) fue un

descubrimiento vietnamita que se mantuvo secreto durante muchos siglos.

Tabla 2. Evolucion de la gama de productos (histéricos, actuales y en
experimentacion) y las diversas formas de aplicacion de microalgas,

cianobacterias y macroalgas.

e Como biofertilizante de arrozales, por inoculacién con lechos flotantes Azolla
conteniendo fijacion simbiotica de nitrégeno la cianobacteria Anabaena.

e Como corrector de suelos &cidos por aplicacion de harina de macroalgas
rodofitas calcareas

e Diatomeas (fristulas fosilizadas de diatomeas) y carbonatos calcico-
magnésicos (calcita y aragonita fosil de cocolitoforidos, Chrysophyta,
Rhodophyta y Cyanophyta)

e Para la prepacion de compost de macroalgas marinas, algunas veces mezclado
con residuos agro-forestales.

e Harinas de macroalgas marinas, para hidrosiembras, trasplantes, detoxificacion
de suelos, activadores de compost

e Como bioestimulantes, de extractos liquidos de macroalgas marinas, de
Spirulina o de microalgas

e Estructurador de suelos, por aplicacion al suelo de microalgas vivas

e Biofertilizante, por inoculacion al suelo de cianobacterias fijadoras de

nitrégeno no simbid6tica

En el afio de 1912 se realizd la primera patente de un extracto liquido de
macroalgas, fue recién hasta la comercializacién del primer extracto en el Reino
Unido, Maxicrop™ (obtenido por hidrdlisis alcalina de Ascophyllum nodosum) en
la década de los 60 (a los que le siguieron inmediatamente Marinure, SM-3™,
Algea Produkter, etc.), que se inici6 el desarrollo de un mercado que, a finales del
siglo XX, es gracias a los altos precios de los extractos que estos se encuentran en
alta expansion y ampliando la gama con extractos liquidos de cianobacterias

(Spirulina) y aplicaciones de microalgas vivas a la planta y al suelo (Tabla 2)
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1.1.4.3. Efectos agronémicos de las algas

Las algas poseen de algunos efectos beneficiosos en cuanto a adicion a cultivos

agricolas terrestres 2,

A. — Sobre la planta
v" Es un estimulante de la germinacién
v Promueve la activacion del crecimiento y del crecimiento radicular
v" Mayor produccién // homogeneidad de frutos
v' Activador de defensas (estimulante de fitoalexinas radiculares)
v Mayor contenido en clorofila y capacidad fotosintética
v Mejora la relacion raiz/parte aérea de planta //mayor captacion de nutrientes
v" Retraso de la senescencia de las hojas
v Mayor resistencia a la sequia, a la salinidad y al estrés
v' Produce un menor gasto de agua al ser antitranspirantes

v" Antioxidantes

B. — Sobre calidad de fruto, biomasa o semilla
v" Produce la estimulacion de la floracién y del cuajado del fruto
v" Aumenta el contenido en azucares del fruto
v" Aumenta el contenido en AGPI en semillas
v Aumento de perdurabilidad
v" Aumento de calidad del ganado que pasta en pienso tratado con algas

C. — Sobre el suelo
v' Corrige de acidez
v' Corrector de carencias minerales (macro: Ca 'y K y todos los
oligoelementos)
v’ Estabilizante de estructura // antierosivo // regenerador-detoxificador de
suelos
v' Activador de la microfauna y microorganismos del suelos en especial

micorrizas
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v’ Aporta macronutrientes y micronutriente // Quelante y acomplejante
v' Hidratante (aumento de capacidad de campo)

v" Reductor de la salinidad

D. — Sobre los parésitos y patdgenos
v Vermifugo
v" Repelente de neméatodos y accion nematocida
v Repelente de hongos de suelo y hongos de planta
v" Repelente de &caros e insectos
v" Efecto sinérgico con tratamientos pesticidas convencionales

Para justificar el contenido cuali/cuantitativo de los componentes descritos se ha

simplificado los efectos agrondmicos de las en la Tabla N° 3.

Tabla N°3. Componentes de las algas que explicarian sus efectos agrondémicos
sobre la planta, el suelo, los frutos y/o los patdgenos (independientemente del
modo de aplicacion: foliar, al suelo, extractos liquidos, abono verde, algas vivas,

etc.)

Polisacaridos matriciales (alginatos, carragenatos, agar, ulvanos, mucopolisacaridos, y

sus oligosacaridos)

Polisacaridos de reserva (manitol, fucoidan, laminarano, almidon florideo), y de pared

(celulosa y hemicelulosa)

Macronutrientes: Nitrogeno (aminoacidos) , potasio, calcio, magnesio, fésforo

Oligoelementos y grado de quelatacion

Bioantioxidantes y activadores (polifenoles, xantofilas, carotenoides, enzimas)

Fitohormonas y reguladores del crecimiento (citoquininas, oligosacaridos, betainas)

Biotoxinas, inhibidores y repelentes (compuestos aromaticos y terpenoides

halogenados con actividad anti-flngico,- bacteriano, -insectos,- acaros, -nematodos)
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1.1.5 BIOINDICADORES

El concepto de organismo indicador se refiere a especies seleccionadas por su sensibilidad
o tolerancia (normalmente es la sensibilidad) a varios parametros. Usualmente los
bidlogos emplean bioindicadores de contaminacion debido a su especificidad y facil
monitoreo. Se define a los organismos indicadores como la presencia de una especie en
particular, que demuestra la existencia de ciertas condiciones en el medio, mientras que

su ausencia es la consecuencia de la alteracion de tales condiciones.

La degradacion de los recursos acuaticos ha sido motivo de preocupacion del hombre en
las Gltimas décadas. Los primeros esfuerzos por determinar el dafio ecoldgico causado
por los residuos domésticos e industriales en las corrientes de agua fueron realizados en
1909, creando de esta manera las bases del sistema saprobio, ampliamente utilizado en
Alemania y algunos paises europeos. No fue hasta mediados de los afios 50 cuando
comenzaron a utilizarse diferentes metodologias de evaluacion de calidad del agua
mediante el uso de los indicadores bioldgicos. En la década de los 50 y principios de los
60 comienza a discutirse el concepto de diversidad de especies basado en indices

matematicos derivados fundamentalmente de la teoria de la informacion.

En la década de los afios 80 y en la de los 90 comienza a generalizarse el uso de estos
indices y a proponerse otros nuevos o modificaciones de los existentes. En 1991 se
introduce el concepto de “Indice de integridad biolégica” IBI, el cual es una herramienta
multiparamétrica para la evaluacion de las corrientes basadas en la comunidad de peces.?®
En 1995 en Maryland USA se desarrolla métodos rapidos de evaluacion del agua usando
los macro invertebrados acuéticos como bioindicadores. Tanto este método como el del
Reino Unido valoran las condiciones del habitat y predicen la fauna esperada en un

determinado sitio.?

Las ventajas del uso de bioindicadores como herramienta para determinar la calidad del
agua e implementar acciones sobre la recuperacién son variadas:
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e La colecta y registro de informacion bioldgica puede realizarse por personas ajenas
a la biologia, ya que existen manuales que sefialan métodos establecidos.

e Las comunidades biologicas reflejan las condiciones del sistema (fisica, quimica,
bioldgica y ecoldgica)

e EIl biomonitoreo permanente de las comunidades resulta ser econémico comparado
con los analisis fisicoquimicos.

e La informacion resultante puede expresarse por medio de indices Bidticos que

expresan la calidad del agua mediante escalas numéricas.

1.1.6 VOLTAMPEROMETRIA

Voltamperometria y Polarografia son dos de métodos analiticos basados en la respuesta
corriente-potencial en celdas electroliticas. La sefial analitica es la corriente,
normalmente corriente de Faraday, la cual fluye en la celda durante la reaccion del analito
en el electrodo de trabajo. El analito puede ser un cation, anion o molécula. El fundador
de estos métodos, Jaroslav Heyrosky (1890-1967 premio Nobel en Quimica-1959)
introdujo el electrodo de gota de mercurio como electrodo de trabajo. EI electrodo
consiste en un capilar de vidrio de paredes gruesas del cual las gotas de mercurio caen en
la solucion de la muestra bajo la presion de una columna de mercurio, ademas introdujo

el término de polarografia.

El termino voltamperometria resulta de volt-am(perios)-metry y no suele ser confundido
con voltametria (con una sola m) el cual es descrito como una valoracion potenciométrica
con corriente controlada. La voltamperometria incluye todos los métodos en el cual la
medicién de potencial de la corriente estan hechos en un electrodo fijo y estacionario.
Esto incluye el electrodo de gota colgante de mercurio (HMDE), el electrodo de capa fina
de mercurio (TMFE), electrodo de glassy carbon (GCE) y electrodos de pasta de carbén
(CPE). Los electrodos de trabajo hechos de metales nobles (oro, platino) son usados

menos frecuentemente 0.
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1.1.6.1 Instrumentacién en voltamperometria

Un sistema estandar voltamperomeétrico consta de una fuente de voltaje, un porta
electrodos con los electrodos y la celda electroquimica, y una unidad de registro
de la corriente 3%. Aunque los primeros métodos voltamétricos hacian uso de sélo
dos electrodos, en la actualidad la voltamperometria moderna hace uso de tres
electrodos sumergidos en una solucidn que contiene analito y un exceso de un

electrolito de soporte 2.

Auxiliary ~ Working
electrode electrode

N, Purge Iinex}A / /F;ii{re;]dc:
mal [[1 ]

Fig. 4 Celda electroquimica tipica en voltamperometria.

= El WE electrodo de trabajo, el cual es el mas importante del sistema electroquimico,
su potencial varia de manera lineal con el tiempo, Existen dos tipos el MME
(electrodo multimodo) que incluye todos los tipos de electrodos de mercurio (DME,
SMDE, HMDE) y el RDE para aplicaciones especiales.

= El electrodo de referencia (RE): que ofrece un potencial estable. Los potenciales en
el WE se aplican con respecto al potencial de referencia constante. Hoy en dia se
utiliza principalmente sistemas de Ag/AgCl.

= El tercer electrodo es el electrodo auxiliar (AE): La corriente fluye entre el trabajo
y el electrodo auxiliar. Existen dos tipos disponibles: Platino (Pt) y Carbon vitreo
(GC) 3031

1.1.6.2 Principio de la Voltamperometria
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Figura 5. Principio de la voltamperometria

j Crb
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Reduction to metal
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La voltamperometria se basa (Figura 5) en la aplicacion de una rampa de voltaje (a), al
alcanzarse el potencial de reduccion del metal este se reduce se disuelve en el mercurio
del electrodo (b), esta reaccion produce una corriente, que es medida (c). La corriente
fluye cuando la sustancia es oxidada o reducida en el electrodo. Sin reaccién

electroquimica no existe corriente 32,

1.1.6.3 Métodos Voltamperometricos

Voltamperometria de Barrido Lineal (VBL)

El potencial aplicado (un barrido linear) varia rapidamente (20-200mV/seg) y toda la
corriente es monitorizada directamente. La sensibilidad no es extremadamente alta y
algunas distorsiones en el resultado de las ondas pueden ser dificultades para el analisis

cuantitativo 3L

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Voltamperometria Directa Simple (DC)

La voltamperometria DC es la clasica, es la medicion voltamperométrica mas simple con
una limitada sensibilidad. Es principalmente utilizado para la investigacion de sistemas

reversibles redox 3L,

Voltamperometria de Onda Cuadrada (SqQW)

La voltamperometria de onda cuadrada es principalmente adecuada para procesos
reversibles. Es usada particularmente para voltamperometria de stripping sensitiva en el
modo HMDE o RDE 3%,

Voltamperometria Ciclica (CV)

La voltamperometria ciclica es principalmente usada para investigar la reversibilidad del

proceso del electrodo y para estudios cinéticos 3.

Voltamperometria de Pulso Diferencial (PD)

La voltamperometria de pulso diferencial, es una de las técnicas electroanaliticas que
alcanzo una gran popularidad a partir de 1970. Es el modo de medicion universal y mas
frecuentemente usado, es apropiado para sistemas reversibles e irreversibles y ofrece una

alta sensibilidad. 2.

Voltamperometria de Redisolucion

Una de las mas importantes técnicas de voltamperometria cuantitativa es la
voltamperometria de redisolucion ya que que proporciona los limites de deteccién mas
bajos para los metales (10° -10?). Es decir, detecta iones metalicos con una exactitud
razonable, en pocos minutos y en un margen de concentracion como el antes expresado.
Los métodos de redisolucion estan basados en el siguiente concepto: la sustancia a
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determinar se pre-concentra en el electrodo y posteriormente es devuelta a la disolucién

por un proceso inverso 303132

Gracias a la voltamperometria de redisolucion se ha conseguido:
-Preconcentrar sustancias que antes no era posible al ser consideradas no electroactivas.
-Desarrollar métodos impulsionales, de onda cuadrada, voltamperometria de corriente
alterna, las cuales permiten aumentar la sensibilidad de las determinaciones,
pudiéndose llegar en algunos casos a determinar concentraciones de orden pg/L e

incluso pg/mL.

Se compone de tres técnicas relacionadas: anoddica, catodica y voltamperometria de
adsorcion. Ya que la voltamperometria de redisolucion anddica ha encontrado la
aplicacion mas amplia, la hemos consideramos con mayor detalle 30:31:32
-Etapa de pre-concentracion:
Objetivo: Traspasar el analito de la disolucion en que se encuentra al electrodo, es
decir, a la gota de mercurio.
Distintos aspectos influyen en esta primera etapa:
La sustancia, el analito, puede llegar al electrodo de tres maneras distintas: por
migracion (debido a atracciones electroestaticas), por difusion (debido al gradiente de
concentracion) y por conveccion (fuerzas mecanicas (agitacion)).
La temperatura, debe estar controlada, ya que, el coeficiente de difusion depende de
ella.
El tiempo, a medida que aumentamos el tiempo, la cantidad de analito depositado en
el electrodo aumenta. Por otro lado la intensidad de corriente disminuye con el tiempo.
Para que el proceso mantenga su intensidad practicamente constante tendremos que
utilizar volimenes grandes de disolucidn, superficies pequefias de electrodo y tiempos
de electrodeposicion cortos 30:31:32

0 2+ - 0
Hg +Cu +2e —> Cu (Hg)
Pre-concentracion mediante electrolisis.

- Etapa de reposo:
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En el proceso de reposo se detiene la agitacion y se mantiene el potencial aplicado.
Necesitamos que el analito y el electrodo se homogenicen.

-Etapa de medida:
Obijetivo: Obtener desde el punto de vista analitico informacion acerca del depdsito
que tenemos.
Existen distintas técnicas y la mas comun es:
-Barrido lineal de potencial con respecto al tiempo: Consiste en aplicar al electrodo un
potencial cuya variacién es una funcion lineal en el tiempo. En redisolucién anddica
el barrido lineal consistiria en que el potencial de electrodo se hace variar linealmente
hacia potenciales mas positivos, registrando la intensidad de la corriente.
En redisolucion anddica, a medida que aumenta el potencial se produce un aumento de
la intensidad, ya que, aumenta la velocidad de reaccion.
En redisolucion catédica ocurre lo contrario el potencial varia hacia valores mas
negativos.
A partir de un determinado valor de potencial, la intensidad disminuye al igual que la

concentracion de sustancia electroactiva 30313

1.1.7 PREPARACION DE MUESTRAS PARA ANALISIS DE METALES

Los metales contenidos en muestras son determinados por una gran variedad de métodos
analiticos. Sin embargo, estos metales presentes en las muestras pueden encontrarse en
pequefias hecho que hace necesario un pretratamiento de la muestra.

La preparacion del material para la determinacion del metal sirve por varios propositos,
los cuales varian de acuerdo al tipo de muestra y de las demandas particulares del analisis.

Algunas de las mayores funciones de la preparacion de la muestra son:
v’ Degradar y solubilizar la matriz para la liberacion de los metales para su
determinacion.
v Extraer los metales de la matriz en un solvente méas apropiado para el método

analitico a usar.
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v Concentrar los metales presentes a muy baja concentracion para llevarlo a una
concentracion més apropiada para el anélisis.

v' Separar un analito de un grupo de analitos de otras especies que puedan estar
interfiriendo en el analisis.

v" Diluir la matriz para que el efecto de la matriz sea constante y medible.

v’ Separar diferentes formas quimicas del analito para el analisis individual de las

especies presentes. %2,

Los métodos de digestion deben ser seleccionados de acuerdo al tipo de muestra, el metal
a ser determinado y finalmente al método analitico, los mas comunes son: digestion
himeda en soluciones acidas, digestion seca y extraccion del analitos de la muestra sin
destrucciones total de la matriz. La calcinacion seca es Util para muchas muestras como
alimentos o muestras boténicas, debido a la rapida y facil destruccion de grandes
cantidades de materia organica himeda; sin embargo si el analito (metal) esta presente en
forma volatil por ejemplo metilmercurio la calcinacion en seco puede causar la pérdida
del analito. Muchas matrices de muestras tanto organicas como inorganicas pueden ser

disueltas

Los métodos de digestion deben ser seleccionados de acuerdo al tipo de muestra, el metal
a ser determinado y finalmente al método analitico, los mas comunes son: digestion
hdmeda en soluciones acidas, digestion seca y extraccion del analitos de la muestra sin
destrucciones total de la matriz. La calcinacion seca es Util para muchas muestras como
alimentos 0 muestras botéanicas, debido a la rapida y facil destruccion de grandes
cantidades de materia organica himeda; sin embargo si el analito (metal) esté presente en
forma volatil por ejemplo metilmercurio la calcinacion en seco puede causar la pérdida
del analito. Muchas matrices de muestras tanto organicas como inorganicas pueden ser
disueltas por calentamiento en una solucién oxidante acida. Otras muestras pueden ser
tratadas por extraccion de los metales de la matriz. Este método es frecuentemente usado
para muestras de aguas, donde un agente quelante puede ser usado para acomplejar el
metal de interés, estableciendo su facil separacion de la matriz acuosa 3.
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-Digestidn asistida por microondas:

Este es un método atractivo, especialmente para muestras pequefias. Se debe tener
extremo cuidado en el uso de vasos cerrado a presion. La aplicabilidad de esta técnica es
estrictamente dependiente del tipo de la muestra, los carbohidratos son facilmente
mineralizados con &cido nitrico a 180°C, mientras que las grasas, proteinas y aminoacidos
presentan digestiones incompletas debido al relativo bajo potencial de oxidacion del acido
nitrico a 200°C, estos materiales requieren la adicion de acido sulfdrico o perclorico con
todos los problemas relacionados a sus altas temperaturas y presiones

La digestion de una muestra en un recipiente cerrado en un horno de microondas tiene
varias ventajas sobre los métodos de envase abierto. Los contenedores estan fabricados
con polimeros resistentes a altas temperaturas a menudo policarbonatos o PTFE
(politetrafluoroetileno, teflén), y que hace menos probable que contengan contaminantes
metalicos que los vasos de vidrio, de ceramica o que los crisoles. El envase sellado
elimina la posibilidad de contaminacion por polvo en el aire. Los envases sellados,
reducen la evaporacion a presion, por lo que es necesaria menos solucion acida de
digestion. El envase sellado también elimina las pérdidas de las especies metélicas
volatiles, que puede ser un problema en la descomposicién de la muestra en un contenedor
abierto, especialmente en calcinacion en seca . Una de las limitaciones es el tiempo
requerido para el enfriamiento antes de que el envase pueda ser abierto, lo cual puede
tomar horas dependiendo del tipo de equipamiento usado. Existen dos diferentes sistemas
disponibles para digestién asistida por microondas; Sistema de vaso cerrado a presion y
sistema abierto fijo, que funcionan bajo presion atmosférica 3.

El sistema de digestion asistida por microondas se compone de un horno microondas,

un carrusel giratorio con una o varias bombas de digestion de la muestra, y un sistema
de ventilacion de estos de manera controlada *2.
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CAPITULO 1

MATERIALES Y METODOS

I1.1.- CAMPO DE VERIFICACION

11.1.1. UBICACION ESPACIAL:
v Laboratorio de Investigacion de la Universidad Catdlica de Santa Maria

Pabellon H-202.

v' Litoral marino de la provincia de Arequipa

11.1.2. UNIDADES DE ESTUDIO:
v’ Muestras de agua de mar provenientes de la ciudad de Mollendo.
v Muestras de macroalgas de las especies (Lessonia nigresceus, Porphyra

Columbina y Corallina Officinalis).

11.1.3. UBICACION TEMPORAL:

v En el primer mes de trabajo se pretende validar la metodologia para la
determinacion de Pb(11) y Cd(11) en las distintas muestras, ademas de hacer
una comparacion entre la técnica voltamétrica y por ICP

v Una vez validada la metodologia se plantea realizar un monitoreo de la
concentraciones de Pb(Il) y Cd(ll) en agua y macroalgas marinas por un
periodo de al menos 6 meses.

v Culminado el monitoreo se recopilara la informacion y se reportara en un

plazo maximo de 1 mes.

I1.2. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

11.2.1. Técnicas
11.2.1.1 Validacion del método para determinar Pb(11) y Cd(11)
Evaluacion de:

e Linealidad
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e Selectividad

e Exactitud
e Precision
e LDDyLDQ

11.2.1.2 Método para la determinacién de Pb(11) y Cd(II)

Un volumen de 100 pL de la solucién de las muestras preparadas seran transferidos
a la celda electroquimica, en la que se depositan 10 mL de buffer Acetato de sodio
pH 4.6, la determinacién de plomo y cadmio se realizard por voltamperometria de
pulso diferencial haciendo uso del método de adicion estandar con una solucion

estandar de plomo 0.5 ppm y cadmio 0.5 ppm.

Los parametros voltamperométricos del método serén: potencial de deposicion: -
0.9 V; tiempo de deposicién: 30 s; velocidad de barrido: 20 mV/s; amplitud de
pulso: 0.05 V, tiempo de pulso: 0.04 s, potencial inicial:-0.8 V, potencial final: 0.1
V. Todas las medidas voltamperométricas seran realizadas por voltametria de
redisolucién anddica usando una estacion voltamperométrica (797 VA Computrace
de Metrohm). Que consta de un electrodo de gota colgante de mercurio (HMDE),

un electrodo auxiliar de platino y un electrodo de referencia de Ag/AgCI/KCI 3 M.

11.2.1.3 Tratamiento de muestras
Para poder llevar a cabo la validacion del método voltamperométrico sera necesario
establecer el tipo de digestion a usar para las muestras recolectadas, para lo cual se
realizara pruebas con la digestion acida en envase cerrado asistida por microondas.

% Digestion acida en envase cerrado asistida por microondas
Para la determinacién de los metales pesados Pb(I1) y Cd(ll), se secaran

las muestras, y luego seran sometidas a pulverizacion, homogeneizacion,

luego almacenadas hasta su posterior analisis.
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Para este método es necesario el uso de un equipo de digestion MARS6 y
vasos PTFE con tapa, los que tienen la caracteristica de tener un
comportamiento quimicamente inerte, con la ventaja de un recipiente
cerrado a presion. Estos métodos ofrecen un procedimiento rapido para la
disolucion o digestion de la muestra, con importantes ventajas sobre los

métodos tradicionales de preparacion®3

Se procedera como sigue:

Se depositardn 20 mg de muestra en el vaso de digestion, previamente
tarado (registrandose el peso) agregandosele 2 mL de &cido nitrico, se
introducira el vaso en el equipo de digestion y se someteran a un ciclo de
digestion el cual usa una potencia que no supera los 600 Watts y

temperatura de 200 °C.

Al término de la digestion se esperaran 30 minutos para la apertura de los
vasos, traspasandose el contenido a una fiola de 10 mL y enrazandose con
agua ultrapura, para su posterior analisis. Todo procedimiento se realizara

por triplicado.
11.2.2. ANALISIS ESTADISTICO

Una vez obtenidos los calculos se determinara los siguientes parametros

estadisticos: 34

11.2.2.1. Estadistica de medidas repetidas:
A. Promedio:
Valor que representa un conjunto de datos. Sefiala un
centro de los valores, que es la suma de todas las medidas
divididas por el nUmero de medidas.

X = 2
n
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Donde:
>x: Sumatoria del conjunto de datos.

n: NUmero de datos.

B. Desviacion Estandar (S):
La desviacion estandar proporciona una medida de la
dispersion de un conjunto de resultados alrededor del valor

medio. Se considera como la raiz cuadrada de la varianza.

oL (B(x=%)°
\ n-1
Donde:
X: Sumatoria del conjunto de datos.
X: Promedio de los datos.
n: NUimero de datos.
C. Coeficiente de variacion (CV):
Es una medida de variabilidad extensamente utilizada,

también conocido como la desviacion estandar relativa (DER):

CV =DER =100 i
X
Donde:
S: Desviacion Estandar

X: Promedio

El CV cuyas unidas se expresan obviamente en tanto por
ciento, es un ejemplo de error relativo, es decir una estimacion del
error dividida por una estimacién de valor absoluto de la cantidad
medida. Los errores relativos se utilizan con frecuencia al
comparar las precisiones de los resultados que tienen diferentes

unidades o magnitudes.
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11.2.2.2. Pruebas de Significacion.

A. Comparacién de dos medias experimentales:

Los resultados de un método analitico nuevo se pueden
contrastar mediante una comparacion con los obtenidos utilizando
un segundo método. En este caso tenemos dos medias muestrales
X1y X2 Tomando como hipotesis nula que los dos métodos
proporcionen el mismo resultado, es decir Ho: pi=p2, se necesita
probar si (X1-X2) difiere significativamente de cero. Para decidir
si la diferencia entre dos medias muestrales es significativa, se

calcula el estadistico t:

t_ (Xl-Xz)
1 1
Sys"_, ==
\'ni n.

Donde s se calcula a partir de:

e (n:—1)s; + (n2—1)s;
(Mm+nz2—2)

y tiene n1+n2-2 grados de libertad.

B. Analisis de Varianza.

En el trabajo analitico se suelen presentar a menudo
comparaciones en las que intervienen mas de dos medias. El
analisis de varianza (ANOVA) es una técnica estadistica muy
potente que se utiliza para separar y estimar las diferentes causas
de variacion. Un ANOVA de un factor contrasta la existencia de
diferencias significativas entre medias cuando estan presentes mas
de dos muestras.

Las formulas utilizadas son:
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Tabla 4 Formulas para ANOVA

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados Estadistico F
Variacion libertad cuadrado medios
S

Entre de K-1 SCE SCE CME
grupos K—1 CME CMD F
Dentro de N-K SCD SCD
grupos N-—-K P
Total N-1 SCT

Donde:

N: n® de datos

K: n° de grupos experimentales

Para probar la significacion en la relacion F se recurre a
tablas. Se analiza si el valor calculado para F es menor o mayor
que el que se indica en tablas de acuerdo a los grados de libertad.
En el primer caso, se concluird que todos los grupos son iguales,
en caso contrario se concluira que no todos los grupos son iguales,
entre algunos o todos existe una diferencia estadistica

significativa®*.

C. Prueba de Especificidad: LDS (Least significative difference)

Si en el andlisis de varianza los resultados obtenidos fueran
significativos a los diferentes tratamientos, se procederda a
averiguar estadisticamente cual de ellos fue mas eficiente 0 méas
especifico, de no hallarse significancia a la prueba del ANOVA no
sera necesario realizar ninguna prueba de especificidad.

Esta prueba se recomienda generalmente para datos

analiticos, y se calcula con la siguiente expresion:
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2 *
LSD=S\E th(n-1)

Donde:
S: Promedio de cuadrados dentro de los grupos
n: Numero de datos por grupo
h: Numero de grupos
t: t de tablas

11.2. 3. Materiales y reactivos:

Estandar de Pb(ll) y Cd(11) 2000 ppm Merck suprapur.
e Hidrdxido de potasio

e Acido nitrico suprapur

e Hidroxido de sodio

e Acido acético

e Acido sulfurico

e Acido clorhidrico

¢ Balanza analitica

e Material de vidrio

e Micropipetas

e Estacidn voltamperométrica 797 VA
e Equipo EASYPURE II

e Equipo de digestion MARS 6

11.3 ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS:

v' La parte experimental del presente trabajo se realiz6 en dos etapas, en la
primera se procedera con la validacion de la técnica por Voltamperometria
para la determinacion de Pb(Il) y Cd(Il) en unidades de muestreo,
concluida esta etapa se realizara el muestreo de acuerdo al plan realizado
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para evaluar las concentraciones halladas en las muestras de macroalgas
tomadas y asi poder proponer alguna especie como bioindicadora.

v" Datos excel
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

I1.1. VALIDAR EL METODO PARA LA DETERMINACION DE Pb(ll) Y
Cd(Il) EN AGUA Y MACROALGAS MARINAS POR VOLTAMPEROMETRIA
DE REDISOLUCION ANODICA

I11.1.1.  Verificacion Operacional de la estacion voltamperométrica VA 757
Para iniciar con el trabajo en la estacién voltamperométrica debemos de
corroborar que este trabaje en condiciones 6ptimas, las cuales son descritas por el

fabricante, a continuacion los resultados de este proceso.

Test 757 VA Computrace with dummy cell
Dummy Cell WE-L

2.00u]

1.00u]

1A

-1.00u |

2 00u]

-DIZD -DI1D DE}D D;D Déﬂ
uv)
Test 757 VA Computrace with dummy cell
Dummy Cell WE-D

-1.250] No.1
-1.00u]

7500

T8

-500n]

2500

u:l T T I

Figura N° I11.1 Verificacion electronica de la estacion VA 757
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De la Figura N° 1.1, se rescata la linealidad obtenida de la corriente minima (- 2
uA) y la corriente maxima (2 pA) al aplicar la rampa de voltaje minima(-200 mV)
y la rampa de voltaje méxima (+200 mV); como valores tolerables, para la
corriente minima es de (- 1.6 pA a-2.4 uA) y para la corriente méxima (1.6 pA a
2.4 pA), y dado los descrito por el fabricante Metrohm, con estos resultados
obtenidos se confirma la linealidad para la validacion electronica, por lo que se
concluye que el primer paso de verificacion del desempefio de la rampa de voltaje
es optimo para la utilizacion del equipo. Asi mismo se observa que al evaluar el
pico producido por un cambio de intensidad, este cumple con los requisitos
necesarios para la determinar la simetria del pico, habiéndose obtenido el voltaje
méaximo (- 497 mV) y la corriente maxima (- 2.35 pA), siendo la tolerancia para

el voltaje de (- 450 mV...- 550 mV) y para la corriente de (- 2 pA... - 4 pA);

Determination of Lead in lon Standard Solution e L 034 g/
e = . i}
Pb standard +/- 0023 g/L (2.27%)
-1.00u] Pb
-800n
-800n]
1 H00n
500n]
T <
-400n

-400n]

-200n]

-0.0
H L | 0

| | T T T
——————————————————— L L T P S A
2 230 040 050 "oy

(LA

Figura N° 111.2 Validacion quimica.

Una vez concluida la comprobacion del funcionamiento electrénico del equipo, se
inicid la validacién quimica, la misma que evalla la precision y exactitud de la
estacion voltamperométrica para un analito real. La figura N° I11.2 muestra la

grafica que evidencia lo descrito.
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Para la validacion quimica del instrumento, se coloca en la celda: 100 pL de
solucién estandar de Plomo a 1 g/L, y se trabaja en modo DME, de lo que se obtuvo
la Figura No I 2 la cual muestra un aumento en el pico de dicho metal y la
concentracion final es de 1.034 g/L de plomo, la tolerancia para la concentracién
final es de (0.95...1.05g/L).

Para obtener estos valores se ha tener sumo cuidado y precaucién en el manejo de
los reactivos y materiales, asi como la preparacion de la las soluciona a analizar, al
estar la concentracion de plomo dentro del rango establecido, se concluye con la
validacion quimica, estando el equipo apto para el trabajo de investigacion.

I11.1.2. Validacion del método para la determinacion de Cd y Pb por
voltamperometria
Una vez que se evalu6 el desempefio quimico y eléctrico del equipo.se procedio
con la validacion del método y establecer la confiabilidad en el método para la
determinacion de las concentraciones de Cd y Pb en macroalgas marinas

determinacion de Cd and Pb
50.0n
] Pb
40.0n]
] Cd
30.0n ]
=y i
20.0n]
10.0n]
—T T T T T T T T T T T
-0.70 -0.60 -0.50 -0.40 -0.30
U {\V)

Figura N°lI1.3Voltamperograma para Cadmio Il y Plomo 1l
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Para la evaluacion de los parametros a validar se escogieron algunos valores

voltamétricos necesarios para la determinacion de los analitos en el equipo Los

que fueron: tiempo de purga: 300 s, potencial inicial: -0.8 V, potencial final: -0.2

V, potencial de deposicion: -0.9 V, tiempo de deposicion equilibrio: 30/10 s,

velocidad de barrido: 20 mV/s, con los cuales se obtuvieron 2 picos, el del Cadmio

aun potencial de -0.6 VV y de plomo a-0.4 V, como lo demuestra la Figura N°I11.3.

111.1.2.2. Parametros de validacién para la determinacion de cadmio Il

y plomo 11

A.-Linealidad:

Para efectuar la revision del parametro de linealidad con el que cuenta el

método, se estudiaron 6 niveles de concentracion, los cuales fueron trabajados

por triplicado.

Tabla N° 111.1 Datos para la linealidad para determinacion de Plomo

Pb Il Intensidad Intensidad Intensidad Promedio S Cv
mg/L I (nA) Il (nA) 11 (nA)

0.005 4,12 4.23 4.36 4.24 0.12 2.84
0.010 6.46 6.39 6.51 6.45 0.06 0.93
0.015 8.43 8.60 8.52 8.52 0.09 1.00
0.020 11.42 11.47 11.44 11.44 0.03 0.22
0.024 14.05 14.01 14.06 14.04 0.03 0.19
0.029 16.14 16.22 16.18 16.18 0.04 0.25

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 111.2 Datos para la linealidad para determinacion de Cadmio

Cd Il Intensidad Intensidad Intensidad .

mg/L  1(MA)  Il(nA) 1l (na) romedio S cv
0.002 3.02 3.14 3.08 3.08 0.06 1.95
0.005 4.99 5.16 5.01 5.05 0.09 1.84
0.007 7.15 7.26 7.3 7.24 0.08 1.07
0.01 9.37 9.6 9.81 9.59 0.22 2.29
0.012 1224 12.3 12.11 12.22 0.10 0.80
0.015 14.39 15.02 14.72 14.71 0.32 2.14

Fuente: Elaboracién propia
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Con los datos obtenidos para la linealidad, se construyeron las gréficas de
calibracion, ambos mostrados en la Figura N° 111.4

Linealidad para Cd 1l y Pb Il
18.00 y = 918.08x + 0.8447
16.00 R? = 0.9935
14.00 y = 505.09x + 1.4929
< 12.00 R?=0.9971
® 10.00
e
§ 8.00 ePbIl
4.00
2.00
0.00
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.035
Concentracion mg/L

Figura N°111.4 Gréfica para la linealidad del método

En la Figura N° I11.4 se observa la proporcionalidad entre concentraciones y
respuestas en nA, dando coeficientes de correlacion de 0.9935 y 0.9971 para
Cadmio y Plomo, respectivamente.

B.- Precision:
La evaluacion de la precision del método se trabajé en una primera etapa
realizando tres experiencias en las mismas condiciones, dia y analista y en una

segunda etapa, realizando cambio de dia de analisis, analista y reactivos.

Tabla N°l11.3. Repetibilidad para determinacion de Plomo

Pb Intensidad Intensidad Intensidad Promedio

mg/L | I i Int S Ccv Int. Confianza
0.005 4.12 4.23 4.36 424 01201 284 393 455
0.010 6.46 6.39 6.51 6.45 0.0603  0.93 6.30 6.61
0.015 8.43 8.60 8.52 852 0.0850 1.00 830 8.74

0.020 11.42 11.47 11.44 11.44  0.0252 0.22 11.38 11.51
0.024 14.05 14.01 14.06 14.04  0.0265 0.19 1397 1411
0.029 16.14 16.22 16.18 16.18 0.0400 0.25 16.08 16.28
Fuente: Elaboracion propia
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Tabla N°I11.4. Precision Intermedia para determinacion de Plomo

Pb Intensidad Intensidad Intensidad Intensidad Promedio s CV  Int Confianza

mg/L I I Il \Y Int

0.0050 412 4.23 4.47 4.32 4.29 0.15 345 390 4.67
0.0099 6.46 6.39 6.63 6.53 6.50 0.10 158 6.24 6.77
0.0148 8.43 8.60 8.77 8.61 8.60 014 161 825 8.96

0.0196 11.42 11.47 11.72 11.62 11.56 014 119 1120 1191

0.0244 14.05 14.01 14.48 14.33 14.22 0.23 159 13.64 14.80

0.0291 16.14 16.22 16.82 16.71 16.47 0.34 208 1559 17.35
Fuente: Elaboracion propia

Segun los limites dados por la AOAC para la validacion de métodos, para una
concentracion menor a 1 ppm el valor de CV aceptable es de 8 % para repetibilidad y el
doble para precision intermedia, siendo los datos mostrados en la Tabla N° 111.3, 111.4,
I11.5 y 111.6 menores a estos valores, se puede concluir que el parametro de precision es

cumplido por éste método para la determinacion de Cadmio y Plomo.

Tabla N°l11.5. Repetibilidad para determinacion de Cadmio

Cd Intensidad Intensidad Intensidad Promedio

mg/L | Il i Int S CV Int Confianza
0.002 3.02 3.14 3.08 308 006 195 293 323
0.005 499 5.16 5.01 505 009 184 481 529
0.007 7.15 7.26 7.3 724 0.08 107 7.04 744
0.010 9.37 9.6 9.81 959 022 229 903 10.16

0.012 1224 12.3 12.11 1222 010 0.80 1197 1247
0.015 14.39 15.02 14.72 1471 032 214 1390 15.52
Fuente: Elaboracion propia

Tabla N°I11.6. Precision Intermedia para determinacion de Cadmio

Cd Intensidad Intensidad Intensidad Intensidad Promedio

mg/L I 1 i v Int S CV _ Int. Confianza
0.002  3.02 3.14 3.17 3.35 317 014 430 282 352
0.005 4.99 5.16 5.22 5.27 516 012 236 485 547
0.007 715 7.26 7.88 7.46 744 032 433 661 826
0.010  9.37 9.6 10.08 10.01 9.77 034 346 890 10.63
0012 1224 12.3 12.55 12.44 1238 0.14 113 1202 12.74
0.015  14.39 15.02 15.29 15.13 1496 039 264 13.94 1597

Fuente: Elaboracion propia
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D. Limite de Deteccion y de Cuantificacion:

La determinacion de la concentracion minima que el método puede detectar con
precision y exactitud, se determind con los datos obtenidos para la linealidad del
método, graficandose una linea de concentracion versus intensidad y

concentracion versus desviacion estandar.

Aplicando las formulas mostradas en el proyecto anexado, se encontrd que el
Limite de Detecciéon (LDD) del método fue de 0.0015 mg/L y de 0.00038 mg/L,
para Plomo y Cadmio respectivamente y el Limite de Cuantificacion (LDQ) que
muestra el método fue de 0.0021 mg/L y de 0.00039 mg/L, para Plomo y Cadmio
respectivamente también, siendo estas concentraciones lo suficientemente bajas

para determinar hasta trazas de estos dos metales.

Figura No I111.5 Grafica Concentracion VS intensidad y desviacion estandar

18.00
16.00
14.00
12.00
10.00

8.00

6.00

4.00
y =-3.335x + 0.1166
2.00 R?=0.6505
0.00 ———8—8—8 8
0.000 0.010 0.020 0.030 0.040

Concentracién mg/L

@ Concentracién VS Int.

intensidad nA

M Concentracién VS S

Fuente: Elaboracion propia
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E. Exactitud:

Tabla N°I11.7. Precision Intermedia para determinacion de Cadmio

Pb Cd

mg/L mg/L
Valor tedrico 1.023 0.508
Valor 1.106 0.512
experimental 1074 0.529

1.115 0.536
Promedio 1.098 0.526
Desv. Est. 0.022 0.012
% Recuperacion  107.36 103.48

Fuente: Elaboracién propia

Para revisar el parametro de exactitud el que relaciona la cercania de un
valor experimental con un valor teérico, se trabajo con el porcentaje de
recuperacion, consistiendo en la adicion de un estandar que contenia una

estandar de 0.5 mg/L de Cadmio y 1 mg/L de Plomo

Los valores del porcentaje de recuperacion se muestran en la Tabla N°
111.7, los cuales se hallan dentro del rango considerado como aceptado el
cual va de 80 a 120 %.

Con lo que se concluye que el método propuesto para la determinacion de
Plomo y Cadmio en macroalgas muestreadas del litoral marino, se

encuentra apto.
I11.2. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA
Para revisar el parametro de exactitud debimos saber cudl serd el tratamiento exacto que
recibira la muestra, por lo que se inicié con una comparacion entre distintas cantidades

de muestras todos por él método de digestion acida asistida por microondas, para los que

fue necesario un muestreo inicial de solo un punto.
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Una vez obtenida la muestra se llevo de inmediato al laboratorio, donde fue enjuagada
con agua ultrapura, puesto a que solo deseamos saber el contenido absorbido y no

adsorbido de los analitos, Figura N° 111.6.

Figura N° 111.6.Lavado y secado de macroalgas muestreadas

Posteriormente y por un periodo de 8 h. se sec6 la muestra a temperatura baja, para no
comprometer la presencia de los metales, y se pulverizd, para tomar 20 y 50 mg de ésta,
la cual se colocd en los vasos de digestion se adicion6 2 mL de &cido nitrico S.P.y dejaron

en la tornamesa.

Una vez transferidos 15 minutos de predigestion, la tornamesa fue introducida en el
digestor microondas y se encendi6 el equipo para la digestion usando una rampa de
temperatura de 20 a 200 °C en 20 minutos y una segunda etapa manteniendo la
temperatura por 10 min., durante todo el proceso no se necesitd sobrepasar los 600 W de
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potencia, como se muestra en la Figura N° I11.7, al término del proceso de enfriamiento
se evaluaron las concentraciones de Cadmio y Plomo.

Figura N° I11.7 Digestion acida asistida por microondas

Al ser las muestras procesadas y analizados los contenidos de Cadmio y Plomo se obtuvo
los resultados mostrados en la Tabla N° I11.8, ademas de evidenci6 la aparente total

digestion de la muestra.

Tabla N 111.8 Datos para la comparacién de cantidades de muestras a tratar

Cantidad de muestra Cd Pb
mg/L mg/L

Muestra 20 mg 6.34 +/-0.81 99.52 +/-1.02

Muestra 50 mg 5.89 +/-1.28 97.68 +/-2.03

Fuente: Elaboracion propia

Al revisar la diferencia estadistica entre ambas cantidades de muestras, se obtuvo los

datos mostrados en la Tabla N° 111.9.

Se muestra que a un nivel de confianza del 95 % (p>0.05) el valor de t experimental es
menor al t de tablas, por lo que se acepta que la diferencia entre las medias de ambos
grupos no es significativa es decir que no existe diferencia entre ambos cantidades de
digestion, por lo que en adelante se trabajé con 20 mg de muestras para la digestion en

todo el proceso de monitoreo.
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Tabla N° 111.9 Prueba t para dos muestras
suponiendo varianzas iguales

20 mg 50 mg
Media 6.345 5.885
Varianza 0.25205 0.29645
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 0.27425
Diferencia hipotética de
las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 0.8783842
P(T<=t) una cola 0.23618926
Valor critico de t (una
cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.47237852
Valor critico de t (dos
colas) 4.30265273

Fuente: Elaboracion propia

11.3. COMPARACION DEL METODO VOLTAMPEROMETRICO
FRENTE AL DE ICP

Antes de iniciar el muestreo de las macroalgas, se realizé una comparacion de los métodos
voltamperométricos y de ICP, para esto se procesé una muestra y en paralelo la misma
fue contaminada con Cadmio y Plomo a concentraciones conocidas con el fin de comparar

la recuperacion de cada método.

Esta experiencia fue realizada el mismo dia para igualar lo mas posible las condiciones,
en la Tabla N° I11.10 se muestran los resultados obtenidos en los equipos

Como se observa en la Tabla N° 111.10, los valores obtenidos en mg/L fueron muy
similares siendo un poco mas altos para el ICP, vale la pena recalcar que esta técnica no
realiza especiacion, por lo que el valor dado corresponde para Cadmio y Plomo total, en

comparacion con el método voltamperométrico que mide Cadmio Il y Plomo I1.
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Tabla N° 111.10. Datos de comparacion de métodos VA y ICP

ICP VA
Pb Cd Pb Cd
220.353  226.502

Muestra 0.102 0.037 0.098 0.022
Muestra + St 0.322 0.148 0.293 0.127
Valor experimental 0.22 0.111 0.195 0.105
Valor tedrico 0.2 0.1 0.2 0.1
% Recuperaci()n 110.00 111.00 97.50 105.00

Fuente: Elaboracion propia

Después de cumplir con esta revision y dado el costo que implica el uso de la técnica ICP,
se decidid iniciar con el muestreo y monitoreo de Cadmio y Plomo por VVoltamperometria,

método ya validado.

I11.4. MONITOREO DE CADMIO Y PLOMO EN MACROALGAS

Para el monitoreo de las concentraciones de Cadmio y Plomo en muestras de macroalgas,
se realizaron 4 muestreos los cuales correspondieron a uno por estacion del afo, los
mismos que fueron realizados en los puntos de: Camana (Punta), Puerto de Atico,

Mollendo (ciudad), Periferie Tisur y Punta de Bombén.

Las muestras fueron recolectadas a 2 distancias: en la orilla de los puntos de muestreo y
a aproximadamente 1 milla y media mar adentro, vale la pena comentar que la distancia
recorrida para el muestreo dependio de relieve marino, respetandose en todos los casos la
milla y media de distancia hacia la orilla. Una vez obtenidas estas fueron transportadas al
laboratorio y procesadas de inmediato, como ya se describio, este muestreo fue hecho en
las 4 estaciones del afio.

Al ser procesadas, se tomaron 100 pL de la solucidn de las muestras preparadas y fueron
transferidos a la celda electroquimica, en la que se habian depositado 10 mL de buffer
acetato de sodio pH 4.6, se procedio a la determinacion del Plomo y Cadmio presente por
voltamperometria de pulso diferencial haciendo uso del método de adicion estandar con
una solucion estandar de Plomo 1 ppm y Cadmio 0.5 ppm, antes de las medidas las

muestras fueron purgadas con nitrégeno por 300 s.
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Tabla No 111.11, Muestreo Ciclo Otofio 2015

Camana Puerto de Atico Mollendo Tisur Punta de
Especie Bombon

[Pb] ~ [Cd] [Pb]  [Cd] [Pb]  [Cd] ([Pb]  [Cd] [Pb] [Cd]
Lessonia | 1 6173 632 7231 621 5028 6.45 8879 967 49.62 655
nigresceus | 2 51.73 567 6205 598 7178 599 6178 7.12 4448 6.34
Porphyra 1 7355 634 7689 699 5467 6.12 10473 10.1 46.78 6.12
Columbina | 2 4462 6.12 5051 477 5123 511 6657 745 46.29 6.44
Corallina 1 3518 356 6161 456 3158 412 5557 6.18 2839 7.09
officinalis 2 3191 249 4770 375 2526 474 5481 7.02 2491 6.39

Tabla No 111.12, Muestreo Ciclo Invierno 2015

Camana Puerto de Atico Mollendo Tisur Punta de
Especie Bombon

[Pb] ~ [Cd] [Pb]  [Cd] [Pb]  [Cd] [Pb]  [Cd] [Pb] [Cd]
Lessonia | 1 6372 6.12 5343 632 4467 566 67.17 512 3893 5.66
nigresceus | 2 60.49 511 6240 567 5454 545 66.05 5.02 34.06 5.11
Porphyra 1 68.62 565 5954 434 6410 6.07 88.06 488 2811 543
Columbina | 2 61.67 521 7405 456 59.71 543 8862 498 38.17 5.98
Corallina 1 2273 6.21 5149 433 5477 523 6177 509 3503 521
officinalis 2 2225 372 4792 3.89 4737 482 5142 474 3292 486

Fuente: Elaboracién propia

Los datos obtenidos en el primer muestreo realizado en el mes de Junio del 2015, se
observan en la Tabla No 111.11, valores que se encuentran en mg/L tanto para Plomo como
para Cadmio.

El segundo muestreo se realizé en el mes de Agosto del 2015, los resultados de este en
mg/L se muestran en la Tabla No 111.12.

El tercer muestreo fue realizado en el mes de Diciembre del 2015, los resultados en mg/L
de este se muestran en la Tabla No 111.13.
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Tabla No 111.13, Muestreo Ciclo Primavera 2015

) ] Punta de
Camana Puerto de Atico Mollendo Tisur
Especie Bombon

[Pb] [Cd] [Pb] [Cd]  [PDb] [Cd] [PDb] [Cd] [Pb] [Cd]

Lessonia 1 4723 234 4523 2 4250 3.87 46.89 327 3046 253
nigresceus | 2 43.62 2.02 4526 206 4188 321 47.02 411 2393 201
Porphyra 1 4529 334 4317 308 4432 382 4573 512 1532 3.23
Columbina | 2 4212 3.08 4092 301 4401 25 4524 489 1470 3.12
Corallina 1 40.73 4.02 3932 299 3461 421 4561 370 10.12 3.28

officinalis | 2 3494 365 39.00 286 3560 361 4520 4.01 551 3.99

Fuente: Elaboracion propia

Para concluir con el monitoreo se hizo la Gltima toma de muestras en el mes de Marzo de
2015, la Tabla No 111.14 resume los datos obtenidos para entonces.

Tabla No 111.14, Muestreo Ciclo Verano 2016

) ] Punta de
Camana Puerto de Atico Mollendo Tisur
Especie Bombon

[Pb] [Cd] [Pb] [Cd]  [PDb] [Cd] [PDb] [Cd] [Pb] [Cd]

Lessonia 1 49.40 462 49.70 499 4961 485 5931 582 3519 419
nigresceus | 2 4859 429 4514 472 4370 429 5238 473 3141 3.72
Porphyra 1 51.10 428 4447 461 4156 419 5118 464 3425 3.03
Columbina | 2 50.02 501 4394 455 4132 398 5024 6.28 2792 3.01
Corallina 1 4764 319 4269 402 3864 3.04 46.63 427 2151 3.00

officinalis | 2 46.25 328 4013 400 37.73 3.09 4497 416 2120 3.18

Fuente: Elaboracion propia
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Niveles de Plomo
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Figura No I11.7 Valores maximos y minimos de Plomo para 3 macroalgas marinas

Durante el monitoreo se fueron notando algunas variaciones en cuanto a concentraciones
de Cadmio y Plomo, habiendo concentraciones menores siempre para la macroalga
Corallina officinalis, 1o que nos puede inducir a pensar que esta macroalga no tiene la
misma capacidad para absorber los metales como si probablemente lo hacen Lessonia

nigresceus y Porphyra Columbina.

Para una mejor apreciacion de los resultados obtenidos, se construyeron gréficos en los
que se resumen los datos, la Figura No I11.7 nos muestra los valores maximos y minimos

por cada especie tomada en el muestreo por diferentes estaciones del afio.

Las concentraciones mayores halladas de plomo, se dieron en la estacion de otofio
alcanzando un maximo de 104.73 mg/Kg de Plomo, asi mismo los niveles de este metal
sufrieron una baja notable para la estacién de la primavera, habiendo que comentar que
el muestreo en esta época del afio se hizo con mas dificultad puesto que se presentaron
oleajes andmalos, lo cual podria ser un factor para baja en las concentraciones.
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Figura N° I11.8 Valores maximos y minimos de Cadmio para 3 macroalgas marinas

Asimismo, los resultados maximos y minimos de Cadmio han sido resumidos en la
Figura N° I11.8, los cuéles muestran la misma tendencia que para el Plomo, teniendo
como valor maximo 10.10 mg/Kg de Cadmio, los que nos dice de la capacidad de

bioabsorcion de Plomo y Cadmio por parte de la macroalga Lessonia nigresceus.

Tabla No I11.15. Valores de Cadmio y Plomo en agua de mar

Camana Puerto de Mollendo Tisur Punta de

Atico Bombon

[Pb] [Cd] [Pb] [Cd] [Pb] [Cd] [Pb] [Cd] [Pb] [Cd]

Otofio 27.83 4.01 2481 329 29.01 369 31.03 4.09 2784 4.01
Invierno 26.94 396 27.39 3.17 2583 3.81 33.74 4.18 2881 3.47
Primavera 29.18 3.85 28.37 397 27.89 3.74 3468 437 26.66 3.83
Verano 29.37 3.99 27.83 4.02 2659 4.01 30.27 4.12 2895 3.20

Fuente: Elaboracion propia

En la actualidad no se han reportado estudios de este tipo y con estas macroalgas en
nuestra region, de ahi el interés en realizarlo, sin embargo hay estudios que relacionan
macroalgas como Lessonia nigrescens Bory y Macrocystis integrifolia Bory en las que
se han evaluado las concentraciones de Cadmio y Plomo que son capaces de absorber y
la influencia que posee el pH, porque se decidi6 evaluar también el pH de las muestras,
estando todas en un rango de 6.9 a 8.21, rango que segun estos estudios no favoreceria
mucho la absorcion de los metales.*°
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Durante el proceso del monitoreo, se tomaron muestras de agua de mar de los mismos
puntos de muestreo para las macroalgas, estas muestras fueron analizadas para
determinar el contenido de Cadmio y Plomo, valores que se resumen en la Tabla N°
111.15.

Plomo en agua de mar
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Figura No 111.10 Valores de Cadmio en agua de mar

La Figura No 111.9 refleja los valores de Plomo en agua de mar, siendo mayores las

concentraciones en el punto de la Periferie de Tisur, en el Per no existen limites maximos
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tolerables o recomendados en agua de mar, a excepcion de agua de mar destinada para un
proceso ¥ o actividad marino costera, sin embargo lo estipulado por la Canadian
Environmental Quality Guidelines *° nos recomienda no exceder los 30.2 mg7L de Plomo

en medio marino, valor que es superado casi en un 100 % por el punto de Tisur.

Para el caso de los niveles de Cadmio, resumidos en la Figura No 1.10, el Gnico valor que
supera lo recomendado por la Canadian Environmental Quality Guidelines (4.2 mg/L) es
para la estacion de primavera en el punto de Tisur.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

1. Se logr6 validar el método para la determinacion de Cadmio y Plomo en
macroalgas marinas por voltamperometria de redisolucion anddica, siendo este
lineal, preciso (CV <8 %), exacto (recuperacion entre 80 y 120 %), con LDD
y LDQ de 0.0015 y 0.0021 mg/Kg para Plomo y 0.00038 y 0.00039 mg/Kg
para Cadmio.

2. Al comparar la técnica de determinacion voltamperométrica de Pb(1l) y Cd(ll)
con la técnica por ICP, no se reportaron diferencias estadisticamente
significativas por lo que se decidio realizar el muestreo con el método de
voltamperometria de redisoluciéon anddica.

3. Se determind concentraciones de Pb(ll) y Cd(l1) en aguas de mar del litoral de
la Region Arequipa, habiendo concentraciones de Plomo en el rango de 24.81
a 34.8 mg/L y de 3.17 a 4.37 mg/L de Cadmio, estando solo en el punto de
Tisur por encima de los niveles conocidos como seguros.

4. Al realizar el monitoreo de las macroalgas en los 5 puntos de muestreo se
encontraron concentraciones que van de 5.51 a 104.73 mg de Plomo por
Kilogramo de macroalga y de 2.24 a 10.00 mg de Cadmio por kilogramo de

macroalga.
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