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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue analizar los efectos toxicos producidos por el
efluente de desencale proveniente de tres procesos de curtido (alternativo DE-1, alternativo
con recirculacion DE-2, y tradicional DE-3), para lo cual se us6 bioensayos de
inmovilizacion de Daphnia magna, inhibicion de Lactuca sativa, ¢ inhibicion de

crecimiento de Chlorella vulgaris.

Los bioensayos se realizaron siguiendo el Protocolo de Ensayos Agudos en Lugares
con Residuos Toxicos (EPA 600/3-88/029) de la USEPA, (1986); y se obtuvieron las
concentraciones efectivas 5, 10 y 50 (CEs, CE;o y CEsg) para cada bioensayo a partir de
curvas de concentracion-respuesta, éstas se obtuvieron mediante el ajuste de los resultados

de los bioensayos (programa Probit).

En los tres bioensayos, el efluente DE-3 generd mayores efectos toxicos siendo la
CEs( para inmovilizacion de D. magna 6.75% en 48 horas, para inhibicion de germinacion
de L. sativa 20.10 % en 120 horas; y para inhibicion de crecimiento de C. vulgaris 92.42%
en 96 horas. Este ultimo valor se calculé teniendo como referencia la menor concentracion
evaluada y no el blanco, porque para los tres efluentes no hubo inhibicidon de crecimiento
de C. vulgaris sino estimulacion, esto debido a la alta cantidad de nutrientes esenciales
como nitrégeno y materia organica. El Indice de Efecto Toxico Potencial (IETP) se
determind con la CEs y CEj, resultando una carga toxica mayor en DE-3 en comparacion

a DE-1 y DE-2.

En conclusion, el analisis de los efectos toxicos producidos por los tres efluentes de
desencale a través de bioensayos, establecido que DE-3 tenia la mayor carga toxica y que
por tanto si éste fuese vertido a un cuerpo de agua se deberia priorizar las acciones
correctivas en dicho efluente. Asi también, a pesar que los tres efluentes sobrepasaron los
valores de los LMP para aguas superficiales del subsector curtiembre, estos presentaron
una carga toxica despreciable (IETP <1.99), con lo que se prueba que el comportamiento
individual de cada parametro difiere del impacto que puede ocasionar unido a otros

parametros o factores.



I. INTRODUCCION

La tecnologia de fabricacion del cuero requiere varios pasos de procesamiento, con
adiciones secuenciales de productos quimicos, intercalados por lavados y procesos
mecanicos. Este proceso se divide en cuatro fases de trabajo: pre-tratamiento y
almacenamiento, ribera, curtido y acabado. Dentro de la fase de curtido se encuentra el
desencalado, donde se busca eliminar la cal y productos alcalinos del interior del cuero,
para lo cual se usan disoluciones acuosas de acidos para neutralizar la piel. Las cargas
contaminantes mas importantes de esta operacion son los sulfuros aplicados en el pelambre

y el nitrégeno amoniacal debido al sulfato de amonio (CPTS, 2003).

La industria del cuero en el Pert estd conformada principalmente por
microempresas, siendo la mayoria informales, y solo el cincuenta por ciento del cuero que
se curte en el pais lo hacen las empresas formales (Miller et al., 1999); lo que ha resultado
en menos ingresos econdmicos para el gobierno, menos proteccion y seguridad para el
trabajador, y una mayor contaminacion con serias consecuencias para el ambiente y la

salud publica (MINTICI, 2002).

Las regulaciones ambientales de nuestro pais, como los Limites Maximos
Permisibles y Los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental, buscan proteger el
ambiente, pero estos parametros fisico-quimicos no siempre son suficientes para reducir la
concentracion de contaminantes. Con el fin de mejorar la calidad del agua y garantizar la
supervivencia de todas los organismos acuaticos, también deberia exigirse la calidad sobre
las caracteristicas ecotoxicoldgicas, para asi proteger la biodiversidad de los ecosistemas
acuaticos (Silva et al., 2009), ya que estudios muestran la poca relacion directa entre la

toxicidad aguda y los parametros fisico-quimicos (Nieto, 2003).

Los bioensayos son procedimientos apropiados para la evaluacién de la toxicidad
de sustancias complejas presentes en las aguas residuales; la biota de similar o diferente
nivel trofico tiene diferentes respuestas de toxicidad, siendo que las similitudes
proporcionan una mayor seguridad de los efectos o no efectos de un efluente, y el tener
respuestas diferentes indica que la toxicidad puede existir para algunas especies y no para

otras (Burton et al., 2001), por lo que es adecuado tener una bateria de organismos de



bioensayos para determinar los efectos toxicos de contaminantes vertidos al ecosistema

(Sanchez et al., 2007).

Segin Bohorquez y Campos (2007), los bioensayos son importantes porque son
una herramienta de caracterizacion, deteccion, y evaluacion del potencial toxico de las
mezclas complejas presentes en las aguas residuales. Por tanto, la toxicidad de un efluente
no puede ser entendida, ni explicada, solamente por el analisis de las concentraciones de
sustancias o parametros individuales, porque algunas sustancias pueden ser muy toxicas en
forma aislada pero su efecto toxico puede estar mitigado o aumentado, dando origen a
acciones antagonicas y/o sinérgicas, cuando se encuentren formando parte de un efluente
debido a la interaccidon con otros componentes fisicos y/o quimicos (Sadenz et al., 2003 y Di

Marzi, 2005).

1.1. OBJETIVO GENERAL

e Analizar los efectos toxicos producidos por el efluente proveniente del desencale de
tres procesos de curtido (alternativo, alternativo con recirculacion y tradicional) a

través de bioensayos.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e C(aracterizar el efluente de desencale de tres procesos de curtido y analizar las
concentraciones de los contaminantes.

e Analizar la toxicidad aguda del efluente de desencale de tres procesos de curtido,
mediante bioensayos con Daphnia magna a 48 horas; Lactuca sativa a 120 horas; y
Chlorella vulgaris a 96 horas de exposicion en condiciones de laboratorio, para

determinar la carga toxica de los efluentes a través del IETP.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. INDUSTRIA DE CURTIDO

El curtido es un conjunto de operaciones fisico-quimicas, que mediante el adecuado
uso de productos quimicos y un proceso que consiste en reforzar la estructura proteica de
la piel creando un enlace entre las cadenas de péptidos, convierte a la piel en un material

durable e imputrescible.

En general, las principales etapas o procesos industriales involucrados en el proceso
de curtido son las siguientes: pre-tratamiento y almacenamiento, ribera, curtido y acabado
(MINTICI, 2002). Existen algunas variaciones segin sea el tipo de piel, la tecnologia
disponible y las caracteristicas finales a conseguir en el cuero. Las principales proceso de
ribera y curtido se realizan en grandes recipientes cilindricos de madera llamados fulones,
en donde se introducen las pieles, el agua y los reactivos quimicos. En la Figura 1 se
presenta un flujograma basado en CPTS (2003), donde se detallan los insumos y residuos

en cada proceso.

Pieles

________ ¢ Tt Pieles frescas
| RECEPCION DE PIELES !

SALADO

Agua

Agua, bactericida,
detergentes
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Agua

Sulfatode amonio,

bisulfito de sodio,
agua

Agua

Agua, sal,acido
férmico, acido
sulfarico

Cromo, agua,
basificante

Pielesl'frescas sal

| LAVADO |

le

‘ REMOJO |
Pieles lim piasirehid ratadas
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v

) DESCARNADO |

¥
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* Flor y costra (descarne)
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v
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¥

‘ PIQUELEADO }

7 -

‘/{ CURTIDO }

v
"WET BLUE"
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Agua residual (sal,
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(sulfuros, pelos,
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piel,agua
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Aguas amoniacales

Aguas dcidascon
cromo, sal disuelta

Figura 1: Flujograma del proceso de curtido
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2.1.1. La industria de curtido en el Peru

La industria del cuero en el Perti durante el siglo XX se encontraba en estado
critico, ya que muchas curtiembres formales cerraron y reaparecieron como curtiembre
informales, ademas muchas de las formales, alquilaban sus servicios a curtidores
informales como medio para generar ingreso. Ante tal hecho en 1998 se crea el Centro de
Innovacién Tecnologia del Cuero, Calzado e Industrias Conexas (CITEccal), para brindar

servicios de tecnologia, desarrollo e innovacion y asi poder frenar el informalismo.

En la actualidad, la creciente tendencia hacia el informalismo en las curtiembres del
Perti ha resultado en menos ingresos econdmicos para el gobierno, menos proteccion y
seguridad para el trabajador, y una mayor, ampliamente dispersa, contaminacion con serias

consecuencias para el ambiente y la salud publica (MINTICI, 2002).

Las empresas de curtido registradas en setiembre del afio 2000 sumaban 438, de las
cuales: el 30.1% se concentraba en Lima, el 29.5% en Arequipa, el 24.2% en la Libertada,
el 3.2% en Cuzco, el 2.7% en Junin y el 10.3% en el resto del pais. En el afio 1999, el
89.2% correspondia a microempresas, 5.1% a pequefias, 4.0% a medianas y el 1.7% a

grandes empresas. (MITINCI, 2002).

2.1.2. Marco legal

Los efluentes del sector curtiembre en el Pert tienen que cumplir la normativa de
los limites maximos permisibles y valores referenciales para las actividades industriales de
cemento, cerveza, curtiembre y papel (D.S. N°003-2002-PRODUCE del 4 oct 2002); y
los  valores maximos admisibles de las descargas de aguas  residuales no domésticas al
sistema de alcantarillado sanitario (D.S. N°021-2009-VIVIENDA del 20 nov 2009)
(Ver Cuadro 1).



Cuadro 1: Valores maximos admisibles (VMA) y los limite maximo permisible (LMP)
de efluentes para aguas superficiales de la actividad del subsector curtiembre

PARAMETROS VMA LMP-Aguas
Superficiales
pH 6.0-9.0 5.0-8.5
Temperatura (°C) <35 35
Soélidos Susp. Tot. (mg/1) 500 30
Aceites y Grasas (mg/1) 100 20
DBOs (mg/l) 500 30
DQO (mg/1) 1000 50
Sulfuros (mg/1) 5 0,5
Cromo VI (mg/1) 0.5 0.2
Cromo Total (mg/l) 10 0.5
Coliformes Fecales (NMP/100ml) - 1000
Nitrogeno amoniacal N-NHy4 (mg/1) 80 10

Fuente: D.S. N°003-2002-PRODUCE y D.S. N°021-2009-VIVIENDA
2.1.3. Situacion ambiental del sector curtiembre

El dafio al medio ambiente ocasionado por el efluente de la curtiembre se esta
convirtiendo en un grave problema en muchos paises donde esta industria es una de las
principales fuentes de ingreso, tal es el caso de la India. Aguas residuales de curtiembre se
caracterizan principalmente por la alta salinidad, alta carga organica y contaminantes

especificos tales como el cromo (Colak ef al., 2005).

Segin Rao citado por Baleeiro (2007), la industria de curticion presentan el
siguiente consumo de agua para procesar una tonelada de pieles: remojo = 9-12 m’,
encalado = 4-6 m’, desencalado = 1.5-2 m’, piquelado = 1-1.5 m’, curtido al cromo = 1-2
m3, es decir, un consumo total de 16.5 a 23.5 m> en estos pasos. Ademas se consume un
promedio de 630 litros de agua por piel procesa en un curtido integrado (produce cuero
acabado de la piel salada). Sobre esta base, una curtidora, que procesa 3.000 pieles al dia

consumiria aproximadamente 1 900 m’ de agua al dia (Pacheco citado por Faria, 2010)

El desencale es parte del proceso de curtiembre y las cargas de contaminantes mas
importantes de esta operacion se encuentran en el efluente liquido. Desde el punto de vista
ambiental, la presencia de amonio en la descarga liquida es indeseable. Generalmente, el
efluente liquido del desencale arrastra el 3 y 5 por ciento de sulfuros aplicado en el
pelambre y contiene nitrogeno amoniacal a causa del sulfato de amonio. El uso del
bisulfito ayuda a eliminar gran parte de este sulfuro (CPTS, 2003).
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Segun Zarate et al., (1993) si el desencale se realiza con didxido de carbono (CO»)
y con una pequefia cantidad de sulfato de amonio (0.3 a 0.8%), la carga de nitrégeno en el
efluente liquido flucttia entre 0.6 y 1.7 kg de nitrogeno amoniacal/t piel. Si el desencale es
llevado a cabo con esteres o 4cidos orgéanicos débiles, la DQO puede estar entre 15 a 35
kg/t piel. Por tanto la cantidad de nitrogeno amoniacal presente el efluente liquido va
depender del tipo de desencalente que se usa en el proceso. Asi también, conforme varie el
proceso de curtido, la cantidad de contaminantes y el volumen del efluente de desencale va

a variar de una curtiembre a otra.

2.2. DESENCALE DENTRO DEL PROCESO DE CURTIDO
2.2.1. Desencale dentro del proceso de curtido

La piel debe ser acondicionada antes de ser sometida a la operacion de curtido. Este
acondicionamiento comprende las operaciones de desencale y purgado. En el Peru, estas
dos operaciones pueden realizarse en forma sucesiva o simultdnea en el mismo bafo de

desencale.

Esta parte del proceso se debe realizar eficientemente, sino puede ocasionar
problemas como: el aumento de basicidad en la curticion al cromo, crispacion de la flor,
toque duro o acartonado, soltura de flor, quiebre de flor. Por otra parte si no se logra un
deshinchamiento suficiente puede generar una sobre curticién de flor, un curtido muy

turgente, un cuero inelastico y quebradizo (Cueronet, 2000).

El objetivo del desencale es remover la cal que fue agregada durante la operacion
de pelambre, la cual se encuentra en la piel en tres formas: combinada con la misma piel,
disuelta en los liquidos que ocupan los espacios interfibrilares y depositados en forma de
lodos sobre las fibras, o como jabones calcicos formados por la saponificacion de las
grasas en la operacion de pelambre. Parte de la cal es eliminada por el lavado con agua y
luego por medio de 4cidos débiles, o por medio de sales amoniacales (sulfato de amonio o
cloruro de amonio) o de sales acidas (bisulfito de sodio).Los agentes quimicos de
desencale dan sales acidas solubles de facil eliminacidon con agua y no deben producir
efectos de hinchamiento sobre el colageno. Ademas el desencale permite neutralizar la

piel, detener su hinchamiento y remover el sulfuro remanente (CPTS, 2003).



2.2.2. Tipos de Desencale

a. Desencale tradicional o quimico

El desencale se inicia con dos lavados, que es el inicio de la eliminacion de la cal
solo con agua, luego de éstos lavados, se procede al desencale propiamente dicho, donde la
cal serd eliminada por medio de acidos débiles, sales amoniacales (sulfato de amonio o

cloruro de amonio) o sales 4cidas (bisulfito de sodio).

Se realiza un control con el indicador de fenolftaleina, que debe dar una coloracion
incolora al ser agregado (unas gotas) al corte de la piel, si da una tonalidad violeta significa
que la piel todavia contiene cal. Si el control es incoloro se procede con el purgado, donde
se debe eliminar las proteinas no coladgenas, incluyendo algunas raices de pelo remanente
en la piel, a fin de mejorar la textura del cuero, para logra ello, las pieles seran tratadas con
enzimas pancreaticas y/o bacteriales, con la finalidad de que la piel esté constituida de solo
proteina colagena, para aumentar considerablemente la elasticidad del cuero. Para que las
enzimas de la solucion de purga tengan maxima actividad, el pH debe ser ajustado a un
valor optimo (8.0 a 8.5) con las mismas sales utilizadas para el desencale (sulfato o cloruro
de amonio) (Zérate et al., 1993). Y para el lavado final del desencale se usa el nonil fenol

6, para humectar la piel y que esté preparada para el curtido propiamente dicho.

b. Desencale alternativo

A este desencale se le domina asi porque durante todo el proceso de curtido se va
reemplazar quimicos por enzimas y/u otros quimicos con menos carga contaminante. Asi
tenemos que, después de los dos lavados propios de este proceso, se procede al desencale,
donde se trabaja sin bafio o con lo que queda del escurrido, al cual se le agrega 0.05% de
un desengrasante biodegradable y luego se agrega un complejante de calcio con baja
cantidad de nitrégeno. También se usa enzimas pancredticas y/o bacteriales, como en el
proceso tradicional para aumentar la elasticidad del cuero. Y finalmente para terminar con

el lavado final se agregara el humectante, asi tener la piel lista para el siguiente proceso.



2.3. EFECTOS DE LOS EFLUENTES DE CURTIEMBRE
2.3.1. Efectos sobre los cuerpos de agua

Cuando se descarga aguas residuales directamente a un cuerpo de agua se
ocasionan efectos negativos en la vida acuatica y los usos posteriores de estas aguas. Un
cuerpo de agua contaminado disminuye el valor de uso como bebida o para fines agricolas
e industriales. Afectan la vida acudatica, mueren los peces por la disminucion del oxigeno
disuelto y el agua se convierte en no apta para consumo. Por otra parte, si su uso es
indispensable, los costos de tratamiento se tornan muy altos. Fundamentalmente y en
forma resumida, los componentes especificos que causan problemas en los cursos de agua

son cromo, sulfuros y carga orgénica.

En el caso de las aguas subterraneas, su combinacién es mas problematica y
persistente porque su autodepuracion es lenta debido a que no presenta corrientes que le
confieren una adecuada aeraciéon. Esto se agrava cuando es la tUnica fuente de
abastecimiento de agua para la poblacion. Los efluentes no tratados de curtiembre
ocasionan salinidad en las aguas subterraneas debido a la alta concentracion de cloruros

(Zérate et al., 1993).

2.3.2. Efectos sobre el alcantarillado y plantas de tratamiento de aguas residuales

Los efluentes crudos de curtiembre, vertidos a una red de alcantarillado, provocan
incrustaciones de carbonato de calcio y gran deposicion de solidos en las tuberias, y los

sulfatos aceleran el deterioro de materiales de concreto y cemento.

Si la carga contaminante presenta sustancias toxicas como cromo, y es vertido a una
planta de tratamiento, puede interferir con el proceso bioldgico de la planta. En lugares
donde no existen plantas de tratamiento, estos contaminantes afectan la calidad del cuerpo
receptor causando su deterioro. Los residuos liquidos de curtiembre que son descargados
sin tratamiento a cuerpos de agua provoca una drastica diminucion de oxigeno disuelto en
ella por el sulfuro, ademas de los fendémenos de embaucamiento por solidos totales el
aumento de materia organica general, mas la presencia indeseada de cromo trivalente

(Zérate et al., 1993).



2.3.3. Efectos en las plantas y suelo

Segun Oliveria et al., (2007) la presencia de metales pesados en las aguas
residuales industriales y urbanas es una de las principales causas de la contaminacion del
agua y del suelo. La contaminacion del suelo por metales es esencialmente diferente de la
contaminacion del aire o el agua debido a que la persistencia de los metales pesados en el
suelo es aparentemente mucho mas tiempo que en otros compartimentos de la biosfera. La
eliminacion de metales pesados del suelo contaminado es dificil. Una vez depositado en el

suelo ciertos metales tales plomo y cromo puede ser casi permanente (Okeyode y
Moshood, 2010).

Por ende, el suelo tiene cierta capacidad para neutralizar la carga contaminante
recibida. A si también, la descarga de un efluente tratado puede ser beneficiosa para la
irrigacion de un terreno agricola. Sin embargo, lo niveles de contaminacién deben ser
cuidadosamente controlados para evitar el dafo de la estructura del suelo, y la consecuente
disminucién de la produccion agricola y aceleracion de la erosion. Por otra parte, se debe
tomar en cuenta que la recuperacion de un terreno deteriorado demanda un periodo largo
de tiempo. Tan solo el riego reiterado con un efluente rico en cloruro de sodio dafia la
vegetacion debido a que i6n cloruro es fitotoxico. Por otra parte el i6n sodio también es
perjudicial al dafiar le estructura del suelo porque desintegra las arcillas afectando la

porosidad del mismo (PNUMA y OMS, 1991).

2.4. BIOENSAYOS TOXICOLOGICOS

En Europa y los Estados Unidos se han desarrollado por mas de ciento veinte afios
varios tipos de ensayos de toxicidad, aunque las diferencias basicas son la concentracion de

toxico utilizada y el tiempo de exposicion a éste.

En los ultimos veinticinco o treinta afios, se han utilizado ensayos de toxicidad con
organismos de aguas continentales y terrestre, tanto en condiciones de laboratorio, como de
campo, con el objeto de evaluar y reconocer los efectos de xenobidticos sobre la biota
acuatica y terrestre, ensayos estandarizados por organizaciones internacionales de
regulacion y control tales como la CEE (Comunidad Econémica Europea), ASTM
(American Society of Technicals and Materials), ISO (The International Organization for

Standarization), WHO (Word Health Organization), USEPA (United States Environmental
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Protection Agency) y Cetesb (Compafiia de Tecnologia de Saneamiento Ambiental de
Brasil), y otros, que las utilizan en la evaluacion de la carga toxica de vertimientos al

medio acudtico y terrestre (Escobar, 2008).

Los bioensayos, son, por tanto, definidos como el método utilizado para evaluar la
potencia relativa de un agente toxico (quimico o no) sobre un organismo vivo, a través de
la comparacion de ese agente con el efecto de una solucion patron o estandar. La prueba de
toxicidad corresponde al método utilizado para detectar y evaluar la capacidad de un
agente dado para producir efectos toxicos sobre los organismos vivos; su objetivo
primario, ademas de obtener datos para determinar los efectos sobre los sistemas

bioldgicos, es caracterizar la relacion dosis-respuesta del agente (Castro, 2002).

Al seleccionar organismos para evaluar la toxicidad, es necesario tener en cuenta la
relevancia de éstos respecto al ambiente de interés, la sensibilidad frente a muchas
sustancias toxicas y que el mantenimiento en el laboratorio no sea el factor limitante. Este
ultimo factor es particularmente fundamental para la seleccion de animales que deban

someterse a pruebas de toxicidad (Castro, 2002).

2.4.1. Bioensayos en Daphnia magna

Dentro de los organismos comunmente utilizados en los bioensayos de toxicidad se
encuentran los cladoceros, también llamados pulgas de agua, son crustaceos pequetios que
constituyen la mitad de la Clase Branchiopoda. El caparazon (bivalvo) encierra al tronco,
pero no a la cabeza y suele terminar posteriormente en una espina apical. La cabeza porta
un so6lo ojo nauplio mediano, también posee antenas frecuentemente largas y utilizadas en
la natacion. Ademas, presenta de cuatro a seis pares de apéndices troncales y el pots
abdomen esta girado ventralmente hacia delante. La mayoria de estos organismos son
palidos y transparentes y viven casi exclusivamente en agua dulce (Hernandez y Espinoza,

citado por Burga 2006).

Los ensayos con Daphnia magna, son una herramienta valiosa para las
evaluaciones predictivas y la clasificacion de efluentes, ya que son de facil acceso,

econdémico y sobre todo sensibles (Adema citado por Martins et al., 2007).

Dentro del grupo de los claddceros, las especies del género Daphnia son las mas

utilizadas como organismos de prueba o de referencia en pruebas de toxicidad. La amplia
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distribucién geografica, el importante papel que cumplen al interior de la comunidad
zooplanctonica, la facilidad de cultivo en el laboratorio, la reproduccion partenogenética
(lo cual asegura una uniformidad de respuesta), y el corto ciclo de vida con la produccion
de un alto nimero de crias, han hecho de este grupo un ideal para la evaluacion de

toxicidad, a nivel universal (Diaz et al., 2004).

2.4.2. Bioensayos en Lactuca sativa

Es una prueba estatica de toxicidad de toxicidad aguda (120 h de exposicion) donde
se pueden evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas

(aguas residuales) en el proceso de germinacion de las semillas de lechuga.

En este bioensayo se determina la inhibicion en la germinacion y en la elongacion
de la raiz y el hipocotilo de la planta, ya que estos ultimos constituyen indicadores
representativos para determinar la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta.
A diferencia de los ensayos tradicionales de germinacién de semillas, la evaluacion del
efecto de la elongacion en la radicula y el hipocotilo de las plantas de lechuga, permite
examinar el efecto toxico de compuestos solubles presentes en niveles de concentracion tan
bajos que no son suficientes para inhibir la germinacion, pero que sin embargo pueden
retardar o inhibir el proceso de crecimiento de la radicula o el hipocotilo. Este ensayo
puede ser aplicado para la evaluacion de la toxicidad de compuestos puros solubles, de
aguas superficiales (lagos, rios), aguas subterraneas, aguas para consumo humano, aguas

residuales domésticas e industriales (Sobrero y Ronco 2004).

Si bien Lactuca sativa no es una especie representativa de ecosistemas acudticos, ni
tampoco es una especie nativa o naturalizada en nuestros ambientes, la informacion
generada a partir de este ensayo de toxicidad proporciona datos sobre el posible efecto de
los contaminantes sobre las comunidades vegetales cercanas a las margenes de cuerpos de
agua contaminados, como su importancia desde el punto de vista horticola. El ensayo de
toxicidad con semillas de lechuga es de muy bajo costo, simple ejecucion y no requiere del
uso de equipamiento costoso o sofisticado para la evaluacion de los puntos finales de

toxicidad (Sobrero, 2010).
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2.4.3. Bioensayos con Chlorella vulgaris

Las especies de Chlorella son algas unicelulares muy simples, faciles de cultivar y

ampliamente usadas en estudios ecofisiologicos (Wu et al. citado por Aguirre et al., 2007).

Las algas unicelulares son importantes productoras de oxigeno y son la comida
basica de la red trofica en los ecosistemas marinos. Las especies algales son sensibles a los
cambios ambientales y su crecimiento podria ser inhibido (efecto toxico) o estimulado
(efecto trofico) por la presencia de contaminantes (USEPA, 1986 y Carballeira et al.,
2012).

Esta prueba con algas se basa en la determinacion de los efectos inhibitorios sobre
la tasa de crecimiento poblacional que se pueden producir en muestras de agua o en
efluentes con o sin tratamiento. Este ensayo se fundamenta en que una poblacion
microalgal, cuando se encuentra en condiciones propicias para su desarrollo, es capaz de
aumentar su tamafio de poblacidn, por lo que en esas condiciones es posible detectar si los
productos problema o muestras a analizar producen inhibiciéon en la tasa de crecimiento
poblacional. Las microalgas, como componentes del fitoplancton, constituyen el grupo de
productores primarios que son fundamentales en todos los ecosistemas acuaticos, ya que
determinan la productividad de los mismos y permiten el desarrollo de consumidores de
diferente nivel tréfico. Es por ello que resulta importante evaluar los efectos sobre este
grupo de organismos. Siendo la tasa de crecimiento una respuesta sensible y facil de
monitorear, se puede evaluar la disminucion de dicha respuesta como un indicador del

estrés al cual estan sujetas las poblaciones de microalgas (Martinez, 2008).

2.4.4. Bioensayos de toxicidad en efluentes de curtiembre

En el estudio de caracterizacién ecotoxicoldgica del agua residual de curtido en
Dhaka, Bangladessh en plantas (Lactuca sativa), microcrustacios (Daphnias magna) y en
bacterias (Vibrio fischeri), se encontrd evidencia biologica de que las aguas residuales de
curtiduria en el area de Hazaribagh presenta efectos perjudiciales amplios en los
ecosistemas acudaticos y organismos terrestres, lo que a su vez destruyen el ecosistema.
Ademas este trabajo de investigacion recomienda que es necesario realizar una Evaluacion
de Identificacion de Toxicidad (TIE), en la que se combine los ensayos quimicos y
biologicos de las sustancias toxicas, para obtener un alcance del impacto ecotoxicologico

de los cuerpos de aguas residuales de curtiembre (Arias et al., 2010).
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Otro estudio realizado en Ceriodaphnia dubia, mostr6 que a concentraciones bajas
del efluente total de curtiembre (0.2 y 0.4 ml/l) no se afectd significativamente la
sobrevivencia, ni el nimero de neonatos y ni de camadas, indicando que el efluente no
seria toxico en estas concentraciones. Las concentraciones intermedias (0.6 y 0.8 ml/l)
tuvieron un marcado efecto negativo mientras que las concentraciones altas (1.0 a 1.8
ml/1) afectaron de forma muy significativa. Hubiera sido imposible predecir los efectos
bioldgicos registrados del efluente a partir de andlisis quimicos Unicamente (Ceresoli y

Gagneten, 2003).

Saenz et al., (2003) realizo un estudio donde expuso a poblaciones algales de
Scenedesmus quadricauda a concentraciones del efluente iguales y superiores al 3 % del
efluente de curtidos de cuero, y presentaron una inhibicion significativa de las tasas de
crecimiento respecto de las poblaciones controles. Las poblaciones incubadas en presencia
de 50% y 100 % del efluente presentaron una inhibicion total del crecimiento desde el
inicio de la evaluacién. Y para el caso de Raphidocelis subcapitata las poblaciones algales
expuestas a concentraciones iguales y superiores a la menor concentracion ensayada (3.1
%) presentaron una disminucion significativa en la tasas de crecimiento respecto a las
poblaciones controles. Ademds, no se registro crecimiento algal en las poblaciones

expuestas a concentraciones mayores e iguales al 25 % del efluente.

2.4.5. Analisis Probit

La CEsp determina la concentracion efectiva media de una sustancia de ensayo que
causa una respuesta en el 50 por ciento de los organismos de ensayo, dentro de un periodo
de exposicion establecido; en otras palabras se utiliza para encontrar umbrales de toxicidad
para determinadas sustancias. La determinacion de la CEsy requiere de la estadistica
cuantal, para lo cual es necesario transformar los valores de respuesta obtenidos en
unidades Anglit, Logit o Probit y las dosis suministradas en unidades logaritmicas

conocidas como dosis metamétricas (Burga, 2006).

El Programa Probit de la USEPA (U.S.A Enviromental Protection Agency),
determina la CEsy de sustancias conocidas, empleando los principios anteriormente
mencionados, ingresando los resultados de los bioensayos tales como: concentraciones a
las que fueron sometidas la especie test, nimero de individuos expuestos, numero de

individuos que respondieron al estimulo e informacion sobre el grupo control. El
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programa genera los valores de CEsy, los limites de confianza y realiza el test de bondad de
ajuste mediante el estadistico Ji - cuadrado (X?), en este caso la hipétesis nula es que la
linea Ldp (Linea dosis-Probit) es un modelo adecuado de los datos (Martinez y Osorio,

1995).

2.5. INDICE DE EFECTO TOXICO POTENCIAL (IETP)

El IETP fue desarrollado por Blaise y Férard, citado por Carballeira et al., 2012 que
proporciona datos completos de pruebas biologicas, ya que esos datos son normalmente
dispersos y dificiles de encontrar. El indice permite la evaluacion y la comparacion de la
toxicidad potencial de los efluentes de aguas residuales como un tnico valor numérico que
integra tanto su potencial toxico (determinado por una bateria de bioensayos a pequena

escala que representa diferentes niveles biologicos y tipos de efectos toxicos) y su flujo.

Este indice es apropiado para la evaluacion de los efluentes de desencale que tienen
relativamente baja toxicidad. El IETP se calcula por lo general con los valores de NOEC y
LOEC, que no se pueden obtener siempre (Isnard citado por Carballeria et al., 2012) por lo

que también se puede calcular con los valores CEx o CEy.

Los parametros toxicologicos son transformados primero en unidades téxicas (UT),

mediante el uso de la siguiente formula:

Donde

-C: concentracion maxima del efluente utilizado

-CEx: Concentracion efectiva a X%
Luego se calcula el IETP con la siguiente formula:

IETP = Log,, [1 +n (Z %) Q]

Donde

-[n (3.Ti/ N)]: impresion toxica
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-[n Q.Ti/N) Q]: la carga téxica

-n: nimero de bioensayos que exhiben una respuesta toxica

-Ti: nimero de UT generada por cada bioensayo (i) en las muestras de los efluentes
-N: nlimero maximo de respuestas medibles

-Q: caudal de los efluentes (m’/h)

Obtenido el valor del IETP se clasifica segin el Cuadro 2 (Escobar, 2008).

Cuadro 2: Clasificacién de la carga toxica en funcién del indice de Efectivos Téxico

Potenciales

Clasificacion de

Carga Toéxica Valor IETP
Carga toxica DESPRECIABLE <1.99
Carga toxica REDUCIDA 2-2.99
Carga toxica MODERADA 3-3.99
Carga toxica CONSIDERABLE 4-4.99
Carga toxica ELEVADA >5

Fuente: Escobar, 2008
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. DELIMITACION ESPACIAL Y TEMPORAL

El trabajo se llevé a cabo en cuatro etapas. En la primera, se elabor6 los tres tipos
de efluentes en la empresa Helianthus S.A.C. En la segunda etapa se muestreo y se hizo los
analisis de caracterizacion en el Laboratorio de Analisis Quimicos de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM). En la tercera etapa, se realizo los bioensayos con
las especies de Daphnia magna, Lactuca sativa y Chlorella vulgaris en el Laboratorio de
Tesis de Quimica. Y finalmente en la cuarta etapa, se generaron los datos para evaluar los

efectos toxicos y asi determinar el IETP para cada efluente

3.2. MATERIALES Y EQUIPOS
3.2.1. Materiales y equipos para la preparacion del efluente de desencale

e Reactivos con marca registrada:
SOLVTAN B CAP EXP
TANZYME P 10
TANPLEX FLA
SOLVGRAX TAN

e Reactivos:
- Nonil fenol
- Bisulfito de sodio

- Sulfato de amonio
e Agua

e Maquinaria: Botal de madera

3.2.2. Materiales y equipos para la toma de muestra y caracterizacion del efluente

e Materia prima: efluentes de desencale

e Reactivos:

- &cido sulfurico (H,SOy)
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3.2.3.

- &cido nitrico (HNO3)

Materiales de toma de muestra:
- Botellas de plastico de boca ancha de 1 litro,
- Botellas de vidrio de boca ancha de 1 litro

- Guantes de latex desechables

Equipos:
- pH-metro serie: 09340800, modelo: lab 850, marca: SCHOTT
- Conductimetro serie: 10250166, modelo: lab 960, marca SCHOTT
- Termoémetro manual marca BOECO

- Oximetro serie: 11320126, modelo: hendylab OX 12, marca: SCHOTT

Materiales y equipos para bioensayos

Agentes biologicos:
- Daphnia magna
- Lactuca sativa variedad mantecosa

- Chlorella vulgaris

Reactivos de referencia:
- Dicromato de potasio (K,Cr,0O7)
- Sulfato de zinc (ZnSOy4)

Reactivos:
- Bicarbonato de sodio (NaHCO3)
- Sulfato de calcio dihidratado (CaS04.2H,0)
- Cloruro de potasio (KCI)

Medio de cultivo para algas:

Nitrato de sodio (NaNOs3)

Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0)

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSQO4.7H,0)

Fosfato mono basico de potasio (KH,PO4)
Fosfato dibasico de potasio (K,HPO,)
Cloruro de sodio (NaCl)
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Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H,0),

Acido sulfurico (H2S0,), 4cido borico (H;BO3)

- EDTA

Hidréxido de potasio (KOH)

Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4.7H,0)
Cloruro de manganeso tetra hidratado (MnCl,.4H,0)
Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0)
Nitrato de cobalto hexahidratado [Co(NO3),.6H,0]

e Equipos:

- Balanza analitica serie: 10961226040690, modelo: Aventurer, marca: OHAUS
Bomba de oxigenacion marca: RAKASD, modelo: SB-108
Espectrofotometria serie: 2M6G050002, modelo: Genesys 6, marca: TERMO
SPECTRONIC
Centrifuga serie: 20A5467, modelo: Mikro 22R, marca: HETTICH

Sistema de filtrado al vacio

e Modulo basico de quimica

e Materiales adicionales:

- Colador

Gotero

Baldes de 5 litros

Bolsas plasticas

Papel milimetrado

- Ligas

Fluorescentes Philips de 40W con 2500 lumen
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3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Preparacion del efluente de desencale

La elaboracion de los tres efluentes de desencale se realiz6 en las instalaciones de la
empresa Helianthus S.A.C. siguiendo las formulaciones recomendadas por esta empresa. A
continuacion se describe la elaboracion y la cantidad de insumos usados en cada uno de los

tres efluentes.

a. Desencale alternativo (DE-1)

En este tipo de desencale se remplazaron productos quimicos por otros quimicos
con menos carga toxica. Primero se realizd dos lavados con agua a 28°C durante 20
minutos cada uno, luego se procedi6 al escurrido del efluente. Después del segundo lavado
se agregd el desengrasante biodegradable SOLVGGRAX TAN vy el desencalante
TAMPLEX FLA. Para controlar el contenido de cal en la piel se utilizo el indicador
fenolftaleina, si al agregar unas gotas de este indicador al corte de la piel, este presentaba
una tonalidad violeta, significaba que la piel aun contenia cal, por tanto se daba mas
tiempo al lavado para sacar la cal de la piel, pero si la tonalidad era incolora se procedia a
agregar la enzima TANZYME P 10 para aumentar la elasticidad del cuero y el
desengrasante SOLVTAN B CAP EXP para humectar el cuero. En el lavado final se
agreg6 solo agua a temperatura ambiente y tuvo una duracion de 20 minutos, del cual solo

se escurrio el 60% y el 40% se dejo para continuar con el proceso de curtido.

En el Cuadro 3 se detallan los porcentajes y propiedades de los insumos usados en

este proceso y en la Figura 2 la parte del proceso en la que se agregaron.
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Cuadro 3: Insumos utilizados en el proceso de desencale alternativo

Denominacion Porcentaje .
Insumo , . Propiedad
quimica usado
SOLVGRAX Tensoactwf), aniénico y no 0.05 Desengrasante
TAN anionico.
TANPLEX Complejo de calcio libre de Desencalante,
o 1.70 .
FLA nitrégeno acomplejante de cal
TANZYME P Enzima microbiana 0.12 Facilita la
10 ' elasticidad del cuero
SOLVTANB Asociacion de tensoactivos 0.05 Desenerasante
CAP EXP anionicos y no idnicos ' &
AGUA A28 °C 200 Lavado
AGUA A T° AMBIENTE 100 Lavado Final
Fuente: Elaboracion propia
DESCARNADO
by T N
- _l' “| LAVADO DESENCALE1 [~\—y
:
. | |
Agua | v M
- l, LAVADO DESENCALE 2 |~
. | | . Aguas amoniacales,
Solvgrax TAN Agua I 4 - .;ales acidas
Tamplex FIA [#| DESENCALE/PURGA |~ ™
, \L | : AGUAS RESIDUALES
Solvtan B CAP Exp A8Ua I =g HSRDAS
G = | LAvADO DE1§I_\ICALE FINAI_/ 7
CURTIDO

Figura 2: Flujograma del proceso de desencale alternativo

b. Desencale alternativo con recirculacion (DE-2)

El proceso fue semejante al desencale alternativo (DE-1), solo que para el lavado

final (antes del proceso de curtido) se usé el bafio de curtido del proceso alternativo

anterior, llevandose a cabo este lavado por 20 minutos, luego se escurrio el 60% y se dejo

el 40% del agua para dar inicio al proceso de curtido propiamente dicho. Los porcentajes

de insumos usados y los momentos en que se afiadieron se muestran en el Cuadro 4 y la

Figura 3 respectivamente.
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Cuadro 4: Insumos utilizados en el proceso de desencale alternativo con recirculacion

Porcentaje

Insumo Denominacion quimica usado Propiedad
SOLVGRAX Tensoactlvgl anionico y 0.05 Desengrasante
TAN no anionico.

TANPLEX Complejo de calcio libre 1.00 Desencalante,
FLA de nitrogeno ' acomplejante de cal
TANZYME P . . . Facilita la elasticidad
Enzima microbiana 0.12
10 del cuero
SOLVTANB ~ Asocicionde 0.05 5 t
CAP EXP ensoactivos anionicos y . esengrasante
no iénicos
BANO DE
CURTIDO 100 Lavado
AGUA A 28 °C 200 Lavado
AGUA A T° AMBIENTE 100 Lavado Final
Fuente: Elaboracion propia
DESCARNADO

Agua

Agua
Solvgrax TAN Agug
Tamplex FLA

Solvtan B CAPEXP Agua

Tanzyme P10

s

FE 3

|
|
|
|
|
|
|
|
[
|

LAVADO DESENCALE1 [~

)

\ 4
LAVADO DESENCALE 2 .
[
[ -
Y I |
DESENCALE/PURGA i
|
[
|

CURTIDO

Bafio de curtido

»| LAVADO DESENCALE FINAL [ _

Aguasamoniacales,
sales acidas

AGUAS RESIDUALES
USADAS

Figura 3: Flujograma del proceso de desencale alternativo con recirculacion

¢. Desencale quimico o tradicional (DE-3)

Primero se realizo dos lavados para ir eliminando la cal, semejante a los procesos

anteriores, luego de escurrir el efluente se procedio a realizar el desencale propiamente

dicho, para lo cual se agreg6 agua, SULFATO DE AMONIO y BISULFITO DE SODIO.

El control de la cal también se hizo con la fenolftaleina, igual que los otros procesos. Para

que la piel esté constituida de solo proteina colagena y tenga elasticidad, se agregd la

enzima TANZYME P10 y el desengrasante NONIL FENOL 6, para esto se ajusto el pH a
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un valor optimo de 8.0 a 8.5 con el sulfato de amonio. Por ultimo se realiz6 el lavado final
agregando solo agua a temperatura ambiente, con una duracion de 20 minutos, y se

escurrio el 20% y el 80% del efluente paso al siguiente proceso.

En el Cuadro 5 se detalla los porcentajes y propiedades de cada insumo, mientras

que en la Figura 4 se detalla en que parte del proceso se agregd cada insumo.

Cuadro 5: Insumos utilizados en el proceso de desencale quimico o tradicional

Denominacién Porcentaje

Insumo . Propiedad
quimica usado
SULFATO DE
AMONIO 2.00 Desencalante
BISULFITO DE
SODIO 0.50 Desencalante
Facilita la
TANZYMEP 10 Enzima microbiana 0.12 elasticidad del
cuero

NONIL FENOL 6M Tensoactivo 0.10 Desengrasante
AGUA A 28 °C 300 Lavado
AGUA A T° AMBIENTE 100 Lavado Final

Fuente: Elaboracion propia

| DESCARNADO |
e O —— -
| LAVADO DESENCALE 1 ]—J,u—w
v |

Agua

| ™™ salesacidas

|

|

1 »| LAVADO DESENCALE 2 |+ ]
Aguas amoniacales,

|

Sulfato de amonio  Agua
Bisulfito de sodio ™ [ DESENCALE/PURGA »='7~=-.-,

| \

y

AGUAS RESIDUALES
USADAS

S—

I
Nonil fenol 6 Agua '
Tanzyme P10 \‘ LAVADO DESENCALE FINAL .}
2 T 4 — — &_ ..... /
CURTIDO

Figura 4: Flujograma del proceso de desencale tradicional o quimico
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3.3.2. Caracterizacion del efluente

a) Seleccion de los parametros de monitoreo

Los parametros de monitoreo se seleccionaron considerando los Limites Méaximos
Permisibles de Efluentes para Aguas Superficiales de la Actividad de Curtiembre (D.S.
N°003-2002-PRODUCE del 4 oct 2002), que incluye a los siguientes parametros: pH,
temperatura, cromo total, DBOs, DQO, nitrégeno amoniacal, sulfuros, solidos suspendidos
totales, aceites y grasas. Se realizaron las mediciones en el Laboratorio de Analisis
Quimicos de la UNALM, con los métodos que establece APHA (1998) (Ver Cuadro 6).
También se incluyeron otros pardmetros como conductividad eléctrica, oxigeno disuelto,
cloruros, dureza total y solidos disueltos totales, esto para determinar el estado inicial del

efluente donde se colocaron los organismos de ensayos.

Cuadro 6: Parametros de monitoreo

PARAMETRO METODO/INSTRUMENTO

Meétodo electrométrico
pH (pH-metro Schott Instruments)
M¢étodo electrométrico
(Termoémetro digital CITIZEN)

Método electrométrico

Temperatura (°C)

Conductividad eléctrica (uS/cm) (Conductimetro Schott Instruments)

M¢étodo del electrodo de membrana
Oxigeno disuelto (mg/1)

(Oximetro HANNA)
Turbidez (NTU) Método nefelométrico
Cromo total (mg/1) M¢étodo colorimétrico
Aceites y grasas (mg/l) Meétodo de particion gravimétrica
DBOs (mg/1) Meétodo 5210 B (TestDBOS)
DQO (mg/1) Meétodo Open Reflux
Cloruros (mgCl/1) Método argentométrico
Nitrogeno Amoniacal (mgN-NH3/1) Meétodo de electrodo selectivo a amonio
Dureza total (mgCaCOs/1) M¢todo volumétrico
Sulfuros (mg/1) M¢étodo azul de metileno
Solidos suspendidos totales (mg/1) Método gravimetrico

Fuente: Elaboracion propia, basada en los Standard Methods, APHA (1998)
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b) Muestreo

El muestreo de los efluentes se realizd siguiendo las técnicas del Protocolo de
Monitoreo de Emisiones de Efluentes (R.M. 026-2000-ITINCI-DM del 28 feb 2000). A la
salida del botal (Figura 5) se colocd una manguera para derivar todos los bafios
provenientes del desencale a un tanque donde se mezclaron uniformemente todos los bafios
y asi tener un unico efluente de desencale por cada proceso de curtido, el cual finalmente

fue colectado del tanque para su posterior caracterizacion (Figura 6).

La recoleccion de las muestras se hizo en botellas de plastico de un litro para los
analisis de nitrégeno amoniacal, dureza, DQO, DBOs, sulfuros, cloruros, soélidos
suspendidos totales, solidos disueltos totales y también para los bioensayos; mientras que
para el cromo total, y aceites y grasas se usaron botellas de vidrio. El pH, temperatura,

conductividad eléctrica y volumen de cada lavado se midieron in situ.

Figura 5: Botal donde se realizo el proceso de descencale
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Figura 6: Tanque donde se almacena y homogeniza el efluente de descencale

3.3.3. Realizacion de las pruebas toxicolégicas

Para realizar los bioensayos se sigui6 los lineamientos del Protocolo de Ensayos
Agudos en Lugares con Residuos Toxicos (EPA 600/3-88/029) de USEPA, (1986). Se
utilizaron como organismos de prueba Daphnias magna, semillas de lechuga Lactuca

sativa y algas Chlorella vulgaris.

a) Bioensayo de inmovilizacion de Daphnia magna

Se condujo las pruebas de toxicidad aguda estitica a 24 y 48 horas de exposicion

siguiendo las condiciones descritas en el Cuadro 7.

Se colectaron hembras de Daphnia magna de un acuario particular. Para criar a los
daphnidos se prepard agua dura reconstituida segiin se detalla en APHA (1998), y se les
alimentd con suspensiones de algas Chlorella vulagaris cada tercer dia después de la
limpieza (Martinez, 2008), siendo sometidas a condiciones Optimas de temperatura y

aireacion (18-23 °C y 2.5-6.0 mg/I de O5), esto segin Burga (2006) y Diaz et al., (2004).

Los experimentos se realizaron con daphnidos de menos de 24 horas de nacidos,
obtenidas de las hembras partenogénicas de los cultivos masivos (Figura 7), ademas los
individuos no se alimentaron durante la prueba. Se hicieron diferentes concentraciones
para cada efluente con su respectivo blanco y tres replicas. Las concentraciones preparadas

se repartieron en volumenes de 10 ml para cada tubo de ensayo, empleando 5 individuos
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por tubo de ensayo (Figura 8), siendo un total de 60 daphnidos para cada concentracion

evaluada.

Figura 7: Cultivo de Daphnia magna en laboratorio

En simultaneo con los bioensayos de los efluentes se hicieron pruebas de
sensibilidad (control positivo) con los neonatos, usando dicromato de potasio (K,Cr,07)
como sustancia toxica de referencia (Figura 9), con el proposito de garantizar no soélo la
confiabilidad de los datos obtenidos de las pruebas con los efluentes, en relacion con la
capacidad de respuesta de los organismos de prueba; sino también garantizar el estado
fisiolégico del cultivo. Para esto se verifico que la concentracion efectiva media (CEsg) se
encontrara dentro del rango establecid en la carta control (Ver Anexo 1), y cuando esto no

se cumplia se descartaban los bioensayos con los efluentes que se realizaban en paralelo.

26



Figura 8: Daphnidos con menos de 24 horas de nacidos en el tubo de ensayo

Figura 9: Concentraciones del efluente DE-3 (izquierda) y del control positivo

(derecha)

Las pruebas de toxicidad aguda de inmovilizacion de Daphnia magna se
expresaron en términos de concentracion efectiva media (CEsg), y para ello se usé el

programa estadistico Probit.

Los parametros LOEC (concentracion mds baja ensayada que produce efecto) y
NOEC (concentracion mas elevada ensayada que no produce efecto) se calcularon

mediante el test de Dunnet (USEPA, 2002).
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Cuadro 7: Condiciones recomendadas para las pruebas con Daphnia magna

Tipo de ensayo Estatico
Duracién de la prueba 24 y 48 horas
Temperatura 20+2°C
Calidad de luz Fluorescente, blanco y frio

Intensidad luminosa

Fotoperiodo

Edad de los organismos

Numero de réplicas

Numero de organismo por recipiente
Régimen de alimentacion

Aireacion

pH

Respuesta evaluada

Blanco

Control positivo

540-1080 luxes
16 horas de luz y 8 horas de oscuridad
Menos de 24 horas de nacidos
3
No debe ser > de 1 neonato por cada 2 ml

No
No
6-10

Inmovilizacion

Sobrevivencia > 90%

Dicromato de potasio (K,Cr,0O7)

Fuente: USEPA (1986)

b) Bioensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga Lactuca sativa

Se condujo las pruebas estaticas de toxicidad aguda de inhibicion de germinacion e
inhibicion de la elongacion de la radicula e hipocotilo de Lactuca sativa en 120 horas de

exposicion siguiendo las condiciones descritas en el Cuadro 8.

Se compraron las semillas de lechuga del centro de ventas de hidroponia de la
UNALM vy se realizaron las pruebas para verificar que éstas germinaban mas del 90% tal
como lo indica el protocolo. Se uso el agua dura reconstituida (APHA, 1998) como blanco
y para las concentraciones estudiadas, con tres replicas cada uno (Figura 10). Mientras que
para las pruebas de sensibilidad se us6 como sustancia toxica de referencia sulfato de zinc

(ZnSOy).

Se colocd en placas Petri un circulo de papel filtro y se agreg6 3 ml de las
concentraciones evitando que se formen bolsas de aire y con ayuda de una pinza se
colocaron 20 semillas en cinco hilera dejando suficiente espacio entre las semillas para

permitir la elongaciéon de las raices (Figura 11). Las placas fueron tapadas y colocadas en
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bolsas plasticas para evitar la pérdida de humedad y, finalmente, se las puso en un lugar
oscuro para que se produzca la germinacion durante el periodo de ensayo de 120 horas (5

dias) a temperatura ambiente.

Figura 11: Colocacion de las semillas de lechuga en la placa Petri

Después del periodo de exposicion se contd el nimero de semillas germinadas y se
midi6 cuidadosamente la longitud de la radicula y el hipocotilo con ayuda de un papel
milimetrado de cada una de las plantulas correspondientes a cada concentracion de

desencale y sus respectivos blancos (Figura 12).
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Por ultimo se obtuvo concentracion efectiva media (CEsg) de la inhibicion de
germinacion y elongacion de radicula e hipocotilo, usando el programa estadistico Probit, y

para el LOEC y NOEC se us6 el test de Dunnet (USEPA, 2002).

Figura 12: Medicion de la radicula e hipocotilo de Lactuca sativa

Cuadro 8: Condiciones recomendadas para las pruebas con Lactuca sativa

Tipo de ensayo Estatico
Temperatura 24 +2°C
Calidad de luz Oscuridad
Volumen de solucién 3ad4ml

Agua de dilucion

pH de la solucion

Numero de semillas por réplica
Numero de replicas

Duracion de la prueba
Efecto medido

Aceptabilidad de los resultados

Control positivo

Agua dura recostituida
4-10
20
3
120 horas
CEso 0 % inhibicion de germinacion,
elongacion de radicula e hipocotilo
Germinacion >90%

Zn (II) a partir de ZnSO4

Fuente: USEPA (1986)
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¢) Bioensayo de inhibicion de crecimiento sobre Chlorella vulgaris

Se determind los efectos inhibicion del efluente de desencale en el crecimiento del
alga Chlorella vulgaris relacionando la cantidad de clorofila, medido por
espectrofotometria (medicion indirecta) después de 96 horas de exposicion, debido a la
simplicidad y rapidez con la que se pueden hacer estas mediciones. El alga que se usé se
obtuvo del laboratorio de la Organizacion Peruana para la Investigacion Cientifica (OPIC),
y el medio de cultivo se prepar6 de acuerdo a lo estipulado en el protocolo de la USEPA

(1986), siendo también usada como agua de dilucion.

Se prepard las concentraciones y el blanco con tres repeticiones; y para la prueba de

sensibilidad se uso el dicromato de potasio (K,Cr,0O7).

Estas pruebas se realizaron en frascos de 250 ml donde se agregd 50 ml de cada
dilucion y 10 ml de inoculo algal con iluminacién contintia dada por el fluorescente de
40W durante los cuatro dias de prueba; también se agitaron los frascos moderadamente con
la mano un minuto cada 12 horas, y se cambi6 de posicion en la incubadora aleatoriamente

(Figura 13). Las condiciones de ensayo se resumen en el Cuadro 9.

Figura 13: Frascos con Chlorella vulgaris en la cAmara de incubacion

La medicién de clorofila (Figura 14 y 15) se realizd en el Laboratorio de Andlisis

Quimicos de la UNALM vy se siguid el método del APHA (1998).

Por ultimo se obtuvo la concentracion efectiva media (CEsp) usando el programa

estadistico Probit, y para el LOEC y NOEC se uso el test de Dunnet (USEPA, 2002).
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Figura 15: Colocacion de sustancias quimicas para la determinacion de clorofila a
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Cuadro 9: Condiciones recomendadas para la prueba con microalgas

cloroficeas

Tipo de ensayo Estatico
Temperatura 24 +2°C
Calidad de luz Fluorescente, blanco frio

Intensidad luminosa
Fotoperiodo

Recipientes de prueba

4300 + 430 luxes
[luminacion continua

Frascos de 125 0 250 ml

Rango de pH 5-10
Edad del cultivo usado como inoculo 4-5 dias
Volumen de solucién 50 0100 ml
Numero de replicas 3

Tipo de agitacion Manual discontinua (2 veces al dia)

Agua de dilucion Agua reconstituida con nutrientes

Duracién de la prueba 96 horas

Efecto medido Inhibicion del crecimiento de la poblacion algal
CEso, NOEC, LOEC

KQCI‘207

Resultado final

Control positivo

Fuente: USEPA (1986)

3.3.4. Determinacion del indice de efecto toxico potencial (IETP)

El IETP se determino con los valores de CEs y CE;o, obtenidos de los bioensayos.
Estos parametros toxicologicos fueron transformados primero en unidades toxicas (UT), y
a partir de ello se calculd el IETP; para esto se usé las formulas del numeral 2.5 (indice de

efecto toxico potencial), y luego se clasifico segun el Cuadro 2.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. CARACTERIZACION DE LOS EFLUENTES

Cuadro 10: Resultados del analisis de caracterizacion de los tres efluentes

DE-02

PARAMETROS Al]tZ::I;i(l)tliVO A.lt' COI.I, (311:31;330
recirculacion

pH 8.8 8.4 8.16
Conductividad (uS/cm) 2200 4525 8460
Dureza Total (mgCaCOs/1) 866.06 625.75 863.08
Aceites y grasas (mg/l) 42 22.5 51.50
Cloruros (mg/1) 286 1314.97 103.47
DBOs (mgO,/1) 187.5 280 310.00
DQO (mgO-/1) 738 786 820.00
Soélidos disueltos totales (mg/1) 2134 4022 6785
Solidos totales en suspension (mg/1) 122 253 1180
Sulfatos (mgSO4>7/1) 64 69.44 282.40
Sulfuros (mg Sulfuros/I) 0.9 0.8 2.6
Cromo Total (mg/1) ND* 1.46 ND*
Nitrogeno Amoniacal (NH*") 49.70 111.83 870.44
Temperatura (°C) 22 24 25

*ND: no detectado

En el Cuadro 10 se muestra los resultados de la caracterizacion de los tres efluentes,
donde se observa que en los tres casos no hay variacion significativa en los valores de pH y
temperatura. Mientras que la DBOs y DQO tienen poca variacion, y la relacion
DBOs/DQO es menor a 0.5 para los tres efluentes (DE-1=0.25, DE-2=0.36 y DE-3=0.38)
lo que indica la presencia de sustancias toxicas en los efluente y la inhibicién de la
biodegradabilidad (CVS, 2007). Ademas la conductividad eléctrica, solidos disueltos
totales (SDT), solidos suspendidos totales (STS), sulfatos y nitrégeno amoniacal si tienen

alta variacion.

Los valores son mayores en DE-3, seguido de DE-2 y menores en DE-1, esto podria
ser debido a que en el desencale tradicional (DE-3) se usa sulfato de amonio y bisulfito de

sodio, mientras que en DE-1 y DE-2 se usan el SOLVGRAX TAN, SOLVTAN B CAP
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EXP y TANPLEX FLA; de los cuales, los dos primeros contienen baja o nula cantidad de
nitrogeno, mientras que el tercero es un complejante de calcio con baja cantidad de

nitrogeno.

Solo se detectd cromo total en DE-2, pero no se pudo descartar la presencia de este
elemento en los otros efluentes, debido a que el nivel de cromo medido estaba por debajo
del limite de deteccion (0.005mg/l) del método utilizado. Ademés la presencia de
cantidades de cromo detectable en DE-2 podria deberse a que se reutilizo el efluente de
curtido del proceso alternativo anterior donde se utilizd el compuesto CROMO 33.
Asimismo el reutilizar este efluente conllevo a que la cantidad de cloruros en DE-2 sea

mayor a los otros dos efluentes.

Para obtener DE-1 y DE-2 se utilizaron los mismos insumos; pero los valores de los
parametros analizados fueron mayores en DE-2, esto podria también atribuirse a la
reutilizacion del efluente de curtido, que contenia tanto insumos del proceso de desencale

como el de curtido.

Al comparar los valores del Cuadro 10 con los limites méximos permisibles (LMP)
para aguas superficiales del subsector curtimbre (D.S.N°003-2002-PRODUCE del 4 oct
2002) y los valores maximos admisibles (VMA) para alcantarillado (D.S. N°021-2009-
VIVIENDA del 20 nov 2009) se concluy6 que ninguno de los tres efluentes cumple con
los valores de los LMP para aguas superficiales; pero DE-1 si cumple con los VMA en
todos sus parametros, mientras que DE-2 solo se sobrepasa en nitrogeno amoniacal, y DE-

3 en STS y nitrogeno amoniacal, por lo que no cumplen con esta normativa.

35



4.2. BIOENSAYOS CON Daphnia magna

El porcentaje de neonatos daphnidos inmovilizados en los blancos de cada efluente
fueron menores de 5%, lo que indica que los resultados cumplen con no exceder el 10% de
neonatos inmovilizados que exige los lineamientos del Protocolo de Ensayos Agudos en
Lugares con Residuos Toxicos (EPA 600/3-88/029) de USEPA, (1986). Ademas la
concentracion final de oxigeno disuelto fue mayor de 4 mg/l y el pH se mantuvo en el

rango de 6-10 (Ver Anexo 8) en todas las concentraciones evaluadas de los tres efluentes.

Se elabor6 una carta control que sirvi6é de referencia para evidenciar la sensibilidad
de la especie, la estabilidad de la respuesta bioldgica y la reproducibilidad de los resultados
obtenidos. Para esto se establecio los intervalos aceptables de variacion de la repuesta para
Daphnia magna usando el dicromato de potasio (K,Cr,O7) vy, los valores obtenidos de la
CEsp para los dos periodos de exposicion se mantuvieron dentro de los rangos de
aceptacion que comprenden valores entre 3.8 a 9.3 mg/1 con un valor promedio de 6.5 mg/l
para 24 horas de exposicion; y valores entre 0.8 a 1.5 mg/l con un valor promedio de 1.2
mg/l para 48 horas de exposicion, datos expresados como K,Cr,O7 ( Ver Anexo 1). En
consecuencia, los ensayos realizados en paralelo con los tres efluentes son considerados
validos estadisticamente, ya que los neonatos estaban en condiciones de ser utilizados en

las pruebas de toxicidad.

Cuadro 11: Porcentajes de Daphnia magna inmovilizadas por la exposicion al

efluente DE-1 en 24 y 48 horas

DE-1
Concentracion 24 horas 48 horas

(%) R1 R2 R3  Promedio Rl R2 R3  Promedio
0 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0
26 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0
33 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0
41 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0
51 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0
64 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0
80 5 5 5 5.0 5 5 10 6.7
100 10 10 15 11.7 20 15 20 18.3

CEsy 151.95 151.95 132.18 145.36 121.51 132.18 125.27 126.32

CEqg 97.72 97.72  92.39 95.94 89.53 9239 85.78 89.23
CE; 86.23 86.23 83.47 85.31 82.11 8347 77.05 80.88
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Para las 24 horas de exposicion en el efluente DE-1 se realizd el analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba Dunnett (Ver Anexo 5A) con un nivel de confianza del
95%, siendo que la prueba de varianza indic6 que si existen diferencias significativas entre
las diferentes concentraciones, se prosiguid a realizar la prueba Dunnett con la que se

determin6 el NOEC= 64% y el LOEC=80%.

En el Cuadro 11 para las 24 horas se registr6 inmovilizacion a partir de la
concentracion 80%, y se presentd inmovilizacion de 11.7% cuando se aplico la
concentracion 100%. Para este periodo de tiempo la CEsy fue 145.4%, la CE1( 95.94% y la
CEs 85.31 %, lo que indica que este efluente tiene bajos efectos toxicos ya que se tendria
que verter una concentracion de 145.4% del efluente DE-1 para que genere la

inmovilizacion del 50% de los daphnidos en 24 horas.

Para las 48 horas de exposicion también se realizo el ANOVA y la prueba Dunnett
(Ver Anexo 5B) con la que se determind el NOEC= 64% y el LOEC=80%, obteniéndose

los mismos valores que el periodo anterior.

Para las 48 horas la inmovilizacion aumentd solo en las dos ultimas
concentraciones (80% y 100%), sin embargo, en ninguna de las concentraciones se
sobrepasé el 20% de neonatos inmovilizados. La CEsy para este periodo de tiempo fue
126.3%; para CE;y 89.23% y para CEs 80.95%, obteniéndose valores similares al periodo
anterior, esto posiblemente debido a que las bajas concentraciones de contaminantes en
DE-1 no afectan significativamente el movimiento de los neonatos en el tiempo

transcurrido (48 horas).
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Cuadro 12: Porcentajes de Daphnia magna inmovilizadas por la exposicion al

efluente DE-2 en 24 y 48 horas

DE-2
Concentracion 24 horas 48 horas
(%) R1 R2 R3 Promedio Rl R2 R3  Promedio
0 0 0 0 0.0 5 0 0 1.7
1.5 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0
3 0 0 0 0.0 0 5 0 1.7
6 0 0 0 0.0 0 5 0 1.7
12 0 0 0 0.0 0 5 0 1.7
25 5 0 0 1.7 10 10 5 8.3
50 10 5 5 6.7 35 30 25 30.0
100 40 40 35 38.3 95 95 90 933
CEs 129.53 112.81 122.15 121.50 54.79 53.31 60.98 56.36
CEq 42.62 60.52 61.96 55.03 31.39 13.36 34.38 26.38
CE; 31.10 50.73  51.11 44.31 26.81 9.03 29.22 21.68

Para las 24 horas de exposicion con DE-2, igualmente, se realizo el andlisis de
varianza (ANOVA) y la prueba Dunnett (ver Anexo 5A), con un nivel de confianza del
95%, con la que se determin6 el NOEC= 25% y el LOEC=50%. En el Cuadro 12 se
observa que para las 24 horas se registrd inmovilizacion en los neonatos a partir de la
concentracion 25% y aumentd progresivamente hasta la concentracion 100% el que
registro el valor mas alto (38.3%) de neonatos inmovilizados. El valor de CEs para este

periodo fue 121.50%; para CE;( 55.03% y para CEs 44.31%.

Para las 48 horas de exposicion también se realiz6 el andlisis de varianza
(ANOVA) y la prueba Dunnett (Ver Anexo 5B), con la que se determin6 el NOEC= 12%
y el LOEC=25%. En el Cuadro 12 se observa que para las 48 horas también se registré un
aumento considerable del numero de neonatos inmovilizados en cada una de las
concentraciones, incluido el blanco; sin embargo en el blanco no se sobrepasé el 10% de
neonatos inmovilizados por lo que se considerd vélido el experimento, y llegd hasta 95%
de efecto a la concentracion 100%. Para este tiempo la CEsy fue 56.36%; CE o 26.38% y
CEs 21.68%, lo que indica que la toxicidad del efluente DE-2 aumento considerablemente

a las 48 horas.
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Es posible que la duplicacion de la toxicidad de un periodo de tiempo a otro, se
deba a que el efluente DE-2 tuvo las mayores concentraciones de cloruros de sodio (NaCl)
que posiblemente generaron problemas de salinidad y que indujeron alteraciones osmoticas
en los neonatos, afectando su movilizacion, ya que Escobar (2008) y Tisler citado por

Cooman et al., (2003) obtuvieron similares observaciones.

El efecto toxico del cromo trivalente en DE-2 con un pH 8.4 es minimo o nulo, ya
que se encuentra precipitado en forma de hidroxido de cromo (Cr(OH);) debido a que su
Producto de Activacion Ionica (IAP) fue igual a 10%% (Ver Anexo 4), el cual fue mayor a

la constante de solubilidad (Kso)=10"".

Cuadro 13: Porcentajes de Daphnia magna inmovilizadas por la exposicion al

efluente DE-3 en 24 y 48 horas

DE-3
Concentracion 24 horas 48 horas

(%) R1 R2 R3 Promedio R1 R2 R3 Promedio
0 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0
1.5 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0
3 0 0 0 0.0 5 5 5 5.0
6 5 5 5 5.0 25 20 25 23.3
12 20 15 25 20.0 100 100 100 100.0
25 100 100 100 100.0 100 100 100 100.0
50 100 100 100 100.0 100 100 100 100.0
100 100 100 100 100.0 100 100 100 100.0

CEs 13.94 1441 13.50 13.95 6.68 690 6.68 6.75

CEqo 8.87 9.25 8.53 8.88 427 444 427 4.33

CEs 7.80 8.15 7.49 7.82 376 391 3.76 3.81

Para las 24 horas de exposicion en DE-3, igualmente, se realizé el analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba Dunnett (Ver Anexo 5A) con un nivel de confianza del
95%, con lo que se determind el NOEC = 3% y el LOEC = 6%. En el Cuadro 13 se
observa que a las 24 horas se registr6 un aumento considerable de neonatos inmovilizados
en cada uno de las concentraciones, pero en las dos primeras concentraciones no se reportd
efecto alguno. En las concentraciones 6% y 12% se alcanz6 un 20% de efecto toxico y en
las tres ultimas concentraciones se registré el 100% de neonatos inmovilizados. La CEs

fue 13.9%, para CE;y 8.88% y para CEs 7.82%.

Para las 48 horas de exposicion también se realizo el ANOVA y la prueba Dunnett

(Ver Anexo 5B), con la que se determind el NOEC = 1.5% y el LOEC = 3%. En el Cuadro
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13 se observa que a las 48 horas se registro 100% de inmovilizacion a partir de la
concentracion 12%. La CEsy (6.8%), CEjo (4.33%) y CEs (3.81%) disminuyo a la mitad
con respecto al periodo anterior, lo que evidencia mayores efectos toxicos, ya que a las 24
horas los neonatos se encuentran en proceso de asimilacion y pasado este periodo el efecto

toxico del efluente se evidencia con la inmovilizacidén de los neonatos.

El mayor efecto de inmovilizacion en los neonatos se presentd en el efluente DE-3
a las 24 y 48 horas, esto podria atribuirse a las altas concentraciones de nitrégeno
amoniacal, STS y SDT, debido a que en el estudio realizado por Cooman et al., (2003), se
llegd a la conclusion que el nitrégeno amoniacal fue la principal causa de toxicidad en el
efluente de curtiembre. Ademas cuando se supera el valor de la CE de 3000 puS/cm (8460
uS/cm) el responsable de la toxicidad es SDT (Dickerson citado por Cooman et al., 2003),
este parametro junto con los STS pueden interferir en los mecanismos respiratorios de los
neonatos (Escobar, 2008) y estos mismos compuestos pueden ocultar la presencia de
sustancias toxicas en el medio (USEPA, 1986), por ello la toxicidad podria estar
relacionada con el alto contenido de s6lidos y nitrégeno amoniacal, los cuales contribuirian

a magnificar los efectos tdxicos presentados (inmovilizacion).

Por tanto a partir de los Cuadros 11, 12 y 13, los valores de las CEs a las 48 horas
de exposicion disminuyeron respecto al periodo anterior, lo que indica que al estar los
neonatos a mayor tiempo de contacto con los contaminantes de los efluentes, el efecto de

inmovilizacion se da en mayor medida.
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Figura 16: Curva Concentracion-Respuesta de Daphnia magna

En la Figura 16, se observa las curvas de concentracion-respuesta de los tres
efluentes, en los cuales el porcentaje de inmovilizacion va acentuandose conforme aumenta
la concentracion del efluente. Las curvas de DE-1 y DE-2 mostraron una tendencia
exponencial, pero las curvas de DE-1 presentaron bajos porcentajes de inmovilizacion y no
mostraron diferencias marcadas en los dos periodos, mientras que en las curvas de DE-2 se
observaron diferencias marcadas entre los periodos de exposicion de 24 y 48 horas a partir
de la concentracion 50%, acentuandose mas en la concentracion 100%. Por otro lado, las
curvas de DE-3 presentaron una forma sigmoidea muy pronunciada, lo que significaria que
este efluente tendria efectos toxicos mas potentes que los otros dos efluentes evaluados, ya
que se presento el 100% de neonatos inmovilizados a partir de las concentraciones de 12%

y 25% para 24 y 48 horas respectivamente.
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4.3. BIOENSAYOS CON Lactuca sativa

Las pruebas de sensibilidad se hicieron con sulfato de zinc (ZnSQO,), para las cuales
se elaboraron las cartas control, y se obtuvo que el promedio de la CEsy para la
germinacion fue de 158.33 mg/l el que se encontraba dentro del rango de aceptacion de
136.30 mg/l a 180.36 mg/l; el promedio de la CEs para la elongacion de radicula fue de
13.22 mg/l el que se encontraba dentro del rango de 10.77 mg/l a 15.67 mg/l; y el
promedio de la CEsy para la elongacion del hipocotilo fue de 16.74 mg/l, el que se
encontraba dentro del rango de 12.05 mg/l a 21.44 mg/l, los datos se expresaron como

ZnSQOy4 (Ver Anexo 2).

Asimismo, en las muestras correspondientes a los blancos (semillas con agua de
dilucion) hubo crecimiento de todas las semillas, elongacion de radiculas e hipocotilos y no
hubo sintomas de necrosis, es decir no mostraron efecto toxico. Por consiguiente, todo ello
indico que las semillas, la calidad del agua de dilucion y en general las condiciones de los
ensayos estaban en buen estado (Borbérquez y Campos, 2007). Ademas el pH en todas las
concentraciones estuvieron en el rango aceptable (4-10), por ende se consider6 valido los

bioensayos.

Cuadro 14: Porcentaje de inhibicion de la germinacion, radicula e hipocotilo de

Lactuca sativa por la exposicion al efluentes DE-1

DE-1
., Germinacion Radicula Hipocotilo
Concentracion
(%) Rl R2 R3 Prom R1I R2 R3 Prom R1 R2 R3 Prom
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 0 5 3 5 4 -11 -16 -12 -13
33 0 0 0 0 9 9 12 10 3 -4 2 -1
41 0 0 0 0 13 11 14 13 15 11 13 13
51 0 0 0 0 19 15 18 17 18 15 19 17
64 0 0 0 0 2219 19 20 20 19 20 20
80 0 5 5 3 27 24 29 26 23 21 25 23
100 10 15 10 12 34 39 39 38 27 28 27 27
CEs 156 141 166 154 161 145 146 151 160 149 144 151
CEq 101 92 98 97 35 40 35 37 44 50 46 47
CE;s 90 81 84 85 23 28 23 25 30 37 34 34
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Para el efluente DE-1 se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) y la prueba
Dunnett (Ver Anexo 6A) con un nivel de confianza del 95%, siendo que la prueba de
varianza indicd que si existian diferencias significativas entre las concentraciones, se
prosiguié a realizar la prueba Dunnett, con la que se determind para la germinacion el
NOEC=80% y LOEC=100%; para la radicula NOEC=26% y LOEC=33%; y para el
hipocotilo NOEC=33% y LOEC=41%.

De los resultados que se muestran en el Cuadro 14, se observa que el efluente DE-1
inhibe la germinacion a concentraciones mayores e iguales al 80%, mientras que la
inhibicion de la elongacion de la radicula se da a partir de la concentracion 26%; pero la
elongacion del hipocotilo mostrd valores negativos a bajas concentraciones, lo que indica
estimulo (crecimiento) y se presenta inhibicion a partir de la concentracion 41%. La CEsg
para la germinacion, elongacion de radicula e hipocotilo tiene valores mayores a 100%,
semejante a lo que se obtuvo con los neonatos, lo que muestra que este efluente presenta
baja toxicidad, es decir, si este efluente con una poca o casi nula dilucion entra en contacto
con las plantulas el efecto inhibitorio en el desarrollo de éstas probablemente no sea tan

significativo.

Cuadro 15: Porcentaje de inhibicion de la germinacion, radicula e hipocotilo de

Lactuca sativa por la exposicion al efluente DE-2

DE-2
Concentracion Germinacion Radicula Hipocotilo
(%) Rl R2 R3 Prom Rl R2 R3 Prom R1 R2 R3 Prom
0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 O 0
1.5 0 0 0 0 -20 -20 -15 -18 -23 -15 -16 -18
3 0 0 0 0 -12 -10 -7 -10 -13 -6 -5 -8
6 0 0 0 0 -6 -3 -3 -4 500102 -1
12 0 0 0 0 13 14 15 14 2 8 6 5
25 0 0 0 0 33 38 30 34 17 17 14 16
50 20 20 15 18 55 64 57 59 26 32 30 29
100 45 45 40 43 71 75 70 72 60 63 62 62
CEs 104 104 117 108 47 40 47 44 81 73 79 78
CEj 41 41 46 43 12 11 11 11 23 18 18 20
CE;s 32 32 35 33 &8 7 8 8 16 12 12 13

Para el efluente DE-2 también se realizd el analisis de varianza (ANOVA) y la

prueba Dunnett (Ver Anexo 6B) con un nivel de confianza del 95%, con la que se
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determind para la germinacion el NOEC=6% y LOEC=12%; para la radicula NOEC=6%
y LOEC=12%:; y para el hipocotilo NOEC=6% y LOEC=12%.

En el Cuadro 15, se observa que el efluente DE-2 a diferencia del DE-1 presento
inhibicion en la germinacidon a partir de la concentracion 50% y de la elongacion de
radicula e hipocotilo a partir del 12%. Para la elongacion de radicula e hipocotilo se
presentaron valores negativos en las primeras concentraciones, lo que evidencio que
probablemente a bajas concentraciones exista estimulo y no inhibicion; pero la elongacion
del hipocotilo presento estimulo a diferencia de DE-1 por debajo de las concentraciones de
12%.

La CEsg para la germinacion fue 108%, para la elongacion de radicula e hipocotilo
fue 44% y 78% respectivamente, estos valores fueron menores a DE-1, lo que mostro que
DE-2 tiene mayor efecto toxico que DE-1, ya que a concentraciones menores se necesita

que la muestra este mas diluida para no afectar al 50% de las plantulas.

Cuadro 16: Porcentaje de inhibicion de la germinacion, radicula e hipocotilo de

Lactuca sativa por la exposicion al efluentes DE-3

DE-3
Concentracion Germinacion Radicula Hipocotilo
(%) Rl R2 R3 Prom Rl R2 R3 Prom R1 R2 R3 Prom
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1.5 0 0 0 0 24 23 29 25 -10 -15 ~-13 -13
3 0 0 0 0 20 22 24 22 -8 -12 -9 -10
6 0 0 0 0 -3 -17 -13 -4 -1 -2 -1 -1
12 0 0 0 0 27 24 24 25 20 17 20 19
25 80 80 90 83 83 85 87 85 67 62 64 64
50 100 100 100 100 95 94 94 94 79 79 80 79
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
CEs 21 21 19 20 17 17 17 17 22 24 23 23
CE 15 15 15 15 9 9 9 9 9 10 10 10
CE;s 14 14 14 14 7 7 7 7 7 8 7 8

Del mismo modo, para el bioensayo con DE-3, se realiz6 el andlisis de varianza
(ANOVA) y la prueba Dunnett (Ver Anexo 6C) con un nivel de confianza del 95%, con la
que se determind para la germinacion el NOEC=12% y LOEC=25%; para la radicula
NOEC=12% y LOEC=25%; y para el hipocotilo NOEC=6% y LOEC=12%.
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Los resultados con la muestra DE-3 se presentan en el Cuadro 16, donde se observa
que la inhibicion de la germinacion se dio a partir de la concentracion 25%, siendo esta
concentracion mas baja en comparacion al DE-1 y DE-2. Por otro al lado la inhibicién de
la elongacion de la radicula e hipocotilo se dio a partir de la concentracion 12%, y por
debajo de esta concentracion se obtuvo valores negativos, mostrando estimulo de
crecimiento, tal como se obtuvo para DE-2, pero con valores mayores a los obtenidos en
DE-2.Esto demuestra mayor inhibicion y estimulo con la muestra DE-3 que con DE-1 y

DE-2.

La CEsy para la germinacion fue 20% para la elongacion de radicula e hipocotilo
17% y 23% respectivamente, siendo estos valores menores en comparacion a la CEsy de
DE-1 y DE-2, lo que indicd que los efectos toxicos del DE-3 en la inhibicion de las
semillas de L. sativa son mas nocivas con respecto a los otros dos efluentes, esto se puede
atribuir a la presencia de altas concentraciones de sulfatos y cloruros que al tener alta
solubilidad son mas faciles de ser absorbidos por la radicula generando problemas de

toxicidad.

Se observa en los Cuadros 14, 15 y 16 estimulo en la elongacion de radicula e
hipocotilo a bajas concentraciones de DE-2 y DE-3, mientras que en DE-1 solo se presento
crecimiento en el hipocotilo por debajo de la concentracion 33%. Este estimulo puede
deberse al fenomeno conocido como hormesis (Barbero et al., 2001), es decir, que pudo
haber un estimulo por un factor de promocién de crecimiento como el nitrogeno o la
materia orgénica, el cual estd ausente en el agua dura reconstituida (agua usada para las
diluciones y para el blanco). Como también puede estar referido al primer signo de
toxicidad, ya que para diluir las sustancias toxicas las plantulas necesitan una masa mas

grande de tejidos y por tanto presenten un rapido crecimiento.

A partir del porcentaje de la cantidad de semillas germinadas y el promedio de la
longitud de la elongacidn de las radiculas en las concentraciones y los blancos se hall6 el
porcentaje del indice de germinacion (%IG) (Lallana ef al., 2008), los cuales se muestran
en el Cuadro 17, donde se observa que a concentraciones por debajo del 6% el efluente
DE-3 tuvo un %IG superior al de los otros dos efluentes (DE-1 y DE-2), porque con este
efluente se presentd mayor estimuld en la elongacion de radicula, esto atribuible a las
elevadas concentraciones de materia organica e inorganica, como también de nitrégeno

amoniacal (Ver Cuadro 10), los cuales, a concentraciones Optimas contribuyeron con el
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desarrollo de la radicula, y a mayores concentraciones generaron efectos toxicos, debido a

que las plantulas solo absorben cierta cantidad de estos nutrientes (Lallana ef al., 2008).

Cuadro 17: Porcentaje de indice de germinacion de Lactuca sativa por la exposicion a

los tres efluentes

% Indice de germinacion

Concentracion
(%) DE-1 DE-2 DE-3
1.5 - 118.3 125.3
3 - 109.5 121.9
6 - 104.1 114.3
12 - 85.7 75.2
26 95.6 - -
33 90.2 - -
41 87.2 - -
50 82.8 33.7 0.0
64 80.1 - -
80 71.2 - -
100 55.2 15.9 0.0

La menor longitud de radicula registrada en los bioensayos podria deberse a la
presencia de cloruro de sodio (NaCl) en los tres efluentes, ya que este es un compuesto
toxico para el crecimiento en las mayoria de vegetales (Salisburry y Ross citado por Foti et
al., 2005). El NaCl se utiliz6 para conservar las pieles antes de ingresar al proceso de
curtido y conforme se fue desarrollando el proceso éste se fue eliminando en el agua, a

través de los lavados.

Otros indicadores de toxicidad observados en las plantulas en la exposicion aguda,
fueron el desarrollo de &pices necréticos en las radiculas a partir de la exposicion, asi como
la ausencia o inhibicion en la elongacion de los pelos absorbentes. Esto se observo con

mayor predominancia con el efluente DE-3.
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Figura 17: Curva Concentracion-Respuesta de Lactuca sativa

En la Figura 17 se observa las curvas de concentracion-respuesta de los porcentajes
de inhibicion de los tres efluentes, los cuales tienen la misma tendencia tanto para la
germinacion como para la elongacion de la radicula e hipocotilo. Asi también se muestra
valores negativos por debajo de las concentraciones 10 % y 30%, lo que indica el estimulo
que se presentd en la elongacion de la radicula y el hipocotilo, esto podria deberse a que a
bajas concentraciones se disminuye los contaminantes, pero la presencia de nutrientes y de
otros compuestos en concentraciones Optimas contribuyeron a mejorar y estimular el

desarrollo vegetal, tal como ya se menciond antes.

Las curvas de DE-3 presentaron una forma sigmoidea, semejante a las que se
presentaron con D. magna, lo que significa que este efluente tiene efectos mas toxicos en

el crecimiento y desarrollo de las plantulas en comparacion a los otros dos efluentes.

Se observo también que las curvas del porcentaje de inhibicion de la elongacion de
la radicula fueron mayores a las del hipocotilo, esto podria deberse a la dificultad de
translocacion de los contaminantes como el ion Na', de la radicula a los 6rganos aéreos de
la plantula (hipocotilo). Ademas, para las plantas terrestres la principal via de entrada de
los metales pesados y otros contaminantes es la raiz, donde se inicia la inhibicion de su

crecimiento longitudinal, siendo por regla general uno de los primeros sintomas externos
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del efecto toxico, debido a que se alteran procesos de division celular y alargamiento

celular que se produce en la zona apical de las raices (Reigosa citado por CVS, 2007).

Asimismo esta inhibicion pronunciada probablemente se debid a los efectos toxicos
provocados por los compuestos solubles contenidos en el efluente que pueden ser mejor
percibidos por la radicula y el hipocotilo a niveles de concentraciones bajas que no
necesariamente suficientes para inhibir la germinacion, pero que sin embargo pueden
retardar o inhibir completamente los procesos de elongacion de la radicula o del hipocotilo

(Sobrero y Ronco, 2004).

Por tanto, se concluye que el crecimiento de radicula es méas sensible a la toxicidad
que la germinacion de la semilla, lo que destaca la importancia de medir a la vez ambos
efectos, letal (porcentaje de germinacion) y subletal (inhibicion de elongacion de la
radicula), como indicadores de toxicidad, ya que complementan y explican la compleja
respuesta de los contaminantes presentes, tal como fue planteado por Wang citado por

Torres y Hernandez, (2009).
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4.4. BIOENSAYOS CON Chlorella vulgaris

Las pruebas de sensibilidad se hicieron con dicromato de potasio (K,Cr,07), para
ello se elabord una carta control como con los otros dos organismos, donde se detalla que
el promedio de la CEsg fue 55.46 mg/l, que se encuentra en el rango de aceptacion de 28.68
mg/l a 82.23 mg/l expresados como K,Cr,O; (Ver Anexo 3); en consecuencia los
bioensayos realizados en paralelo con los tres efluentes son considerados validos
estadisticamente, ya que las algas estaban en condiciones de ser utilizadas para las pruebas

de toxicidad.
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Figura 18: Curva Concentracion-Respuesta de Chlorella vulgaris

La Figura 18 muestra que las curvas concentracion vs respuesta tienen forma de
“U” con valores negativos para los tres efluentes, lo que significa que a bajas
concentraciones (>17%) no hubo inhibiciéon de crecimiento sino estimulacion, y al ir
aumentando las concentraciones empieza el retardo de crecimiento. Tanto para DE-1 y
DE-2 el crecimiento de las algas fue mayor comparado con el blanco, mientras que para

DE-3, a la concentracion de 100% se tuvo un valor menor al blanco (efecto inhibitorio).

La estimulacion del crecimiento se podria deber a factores que provocan el
crecimiento adicional de las algas en el medio de cultivo (blanco), por lo que los efluentes
analizados deben de contener compuestos adicionales que favorecen el crecimiento de las
algas, como el nitrégeno amoniacal o materia organica que son nutrientes esenciales para

las algas.
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La exaltacion al final de los ensayos para los tres efluentes, puede deberse al efecto
hormesis tal como se explico en L sativa, el cual no debe ser interpretado como un factor
favorable o estimulante, debido a que es posible que muchos componentes a bajas
concentraciones producen exaltacion por ser micronutrientes para las algas y por tanto la
respuesta debe ser evaluada de manera conjunta con los efectos registrados en otras
pruebas (Slabbert y Venter citado por Bohorquez y Campos, 2007). Asimismo es probable
que a través de un periodo de exposicion de 96 horas, los efectos adversos de los toxicos se
enmascaren por la cantidad de compuestos que estimulan el crecimiento (Manusadzianas
citado por Bohdorquez y Campos, 2007), por esta razoén no se observd los efectos toxicos.
Ademas un factor importante relacionado con el efecto de hormesis en las algas C.
vulgaris, es que al desempefiarse como productores primarios en la cadena trofica, podrian
estar acumulando sustancias tdxicas en su interior, sin mostrar su efecto nocivo y el riesgo
estaria asociado directamente con los organismos consumidores, debido a que se podrian
estar generando procesos de biomagnificacion, los cuales repercutiran en la poblacion

humana (Bohorquez y Campos, 2007).

La estimulaciéon del crecimiento de las algas podria deberse a las altas
concentraciones de nitrégeno y la reduccion del crecimiento a las altas concentraciones de
STS, debido a que estos ultimos afectan la transparencia del agua y con ello la penetracion
de la luz, que es un factor importante para la fotosintesis (O’Farrel et al., 2002). Asi
también la estimulacion podria haberse generado por los altos valores de DBO que es un
buen reflejo de la carga organica, y por tanto de la biodisponibilidad de los nutrientes a las
algas (Olguin et al., 2000). Pero al ir aumentando la concentracion de estos nutrientes, el
crecimiento fue disminuyendo, por lo que se podria deducir que existe también una
limitacion en el crecimiento poblacional de C.vulgaris al aumentar la proporcion del

nitrogeno amoniacal y DBO (Aguirre et al., 2007).

Al comparar el crecimiento de C.vulgaris en los tres efluentes, se observd que DE-3
tuvo un crecimiento menor en comparacion con los otros dos, debido a que tiene altas
concentraciones de nitrégeno amoniacal, DBO y STS, que como ya se explic6 son

parametros importantes en el crecimiento de las algas.
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Cuadro 18: Porcentaje de estimulo de crecimiento del alga Chlorella vulgaris

% ECA Chlorella vulgaris

Concentracion
(%) DE-1 DE-2 DE-3
0 0 0 0
17 183.99 146.5 112.5
24 177.4 138.3 107.6
34 168.5 131.2 89.0
59 145.3 118.7 70.01
70 140.0 98.3 35.2
100 134.6 42.5 -6.0

Los datos muestran que durante el periodo de prueba (96 horas), hubo estimulacion
del crecimiento, lo que indica entonces un potencial de eutrofizacion en las muestras
analizadas, que es una forma “indirecta” de contaminacion. El efecto de promover el
crecimiento de algas determina el potencial de eutrofizacion de las muestras, el cual tiene
un valor alto cuando el porcentaje de estimulo de crecimiento de alga (% ECA) alcanza o
excede el 100%; es sustancial, cuando sobrepasa el 50% pero es menor al 100%; es leve,
cuando esta por debajo del 50%; y no tiene potencial de eutrofizacion, cuando es menor a

20% (Mayorga, 2001).

En el Cuadro 18 se observa los %ECA, en donde todas las concentraciones de DE-1
tuvieron un potencial de eutrofizacion alto. En el caso del efluente DE-2, para las
concentraciones menores e iguales al 59% se tuvo un potencial alto de eutrofizacion, para
la concentracion 70% se tuvo un potencial substancial, y para la concentracion 100% el
potencial fue leve. Para efluente DE-3, las concentraciones 17% y 24% tuvieron un
potencial alto de eutrofizacion, las concentraciones 34% y 59 % tuvieron un potencial
substancial, la concentracion 70% tuvo un potencial leve y en la concentracion de 100% no

se mostro efecto de eutrofizacion, sino de inhibicion (valor negativo).
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Cuadro 19: Respuesta de inhibicion Chorella vulgaris con la dilucion 17%

Respuesta de Chlorella vulgaris

Concentracion

(%) DE-1 DE-2 DE-3
17 0 0 0
24 2.35 3.31 2.35
34 5.48 6.19 11.07
59 13.67 11.25 19.96
70 15.53 19.52 36.38
100 17.42 42.19 55.78

CEs 328.37 132.93 92.42

CEq 52.87 45.24 36.65

CEs 31.92 33.39 28.23

Como se observd que a partir de la concentracion 17% hubo indicios de inhibicion
del crecimiento de las algas (Ver Figura 18), se eligid a esta concentracion como blanco
para calcular los porcentajes de inhibicion de crecimiento de alga para las otras
concentraciones tal como se muestra en el Cuadro 19. Se tom6 la concentracion 17% ya
que no se podia volver a realizar los bioensayos, porque las muestras tenian varios dias de
haber sido colectadas y la metodologia recomienda que los bioensayos se deben realizar a
las 24 horas de tomada la muestra, pasado este tiempo se podria generar resultados no

veridicos.

En el Cuadro 19, se observa que conforme aumenta la concentracion de los
efluentes la inhibicién se incrementa, pero a un rango pequefio. Con estos datos de
porcentaje de retardo de crecimiento se obtuvieron las CEsy, CEs y CEjy, las cuales
presentaron valores altos para el DE-1, medios para DE-2 y bajos para el DE- 3, lo que
sefiala que DE-3 es el que presenta mayores efectos de reduccion de crecimiento de los tres
efluentes, tal como se obtuvo para los otros bioensayos. De lo que se concluye que si este
efluente ingresara a un cuerpo de agua generaria efectos de toxicidad a los organismos que

conforman este ecosistema.
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4.5. DETERMINACION DEL INDICE DE EFECTO TOXICO POTENCIAL
(IETP)

El IETP es un buen indicador de la toxicidad y muestra en forma rapida el peligro
potencial de los efluentes industriales, por lo que primero se determiné los valores de CEj
y CEs que estan resumidos en el Cuadro 20, donde se observa que el efluente DE-3 tiene
valores bajos en comparacion a los otros dos efluentes, lo que indica que este necesita tener
una alta dilucion para no afectar mas del 5% y 10% de la poblacion de organismos

evaluados.

Se trabajo con los valores de CEs y CE,( porque la CEsy no era representativa ya que

sus valores excedian el rango de evaluacion de los bioensayos (0-100%).

Cuadro 20: Resumen de las concentraciones efectivas de todos los efluentes

Especies de Ensayo

Daphnia Daphnia Germinacién Elongacion Elongacion

Efluente magna magna L. sativa Radicula L. Hipocotilo
(24h) (48h) ) sativa L. sativa

CEs CE,y CEs CE, CEs CE;  CEs CE, CEs CE, CEs CE,
DE-1 853 959 809 892 85.1 97 246 367 33.6 468 319 529
DE-2 443 550 21.7 264 328 427 7.7 113 134 19.7 334 452
DE-3 78 89 38 43 14 151 74 89 76 97 282 36.7

Chlorella
vulgaris

En el Cuadro 20 se observa las marcadas diferencias de CEs y CE;y entre los
efluentes, asi como también entre los bioensayos de un mismo efluente. Esto tltimo se
puede comprobar al comparar los valores de CEs del efluente DE-3 con D. magna a 48
horas (3.8) y C. vulgaris (28.2), los cuales muestran que ambos organismos responden de
forma diferente a la exposicion de un mismo efluente, por lo que se concluye que los
organismos de diferentes niveles troficos tienen diferentes respuestas a los efectos toxicos,
lo que indica que los efectos toxicos del efluente de desencale pueden ser percibidos por
algunas especies (D. magna) y no por otras (C. vulgaris), ya que la sensibilidad de los

organismos difiere de una especie a otra.
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Cuadro 21: Unidades toxicas para todos los efluentes

Unidad Toxica
Daphni Daphni El ion El i0
Efluente °P/nia PR Germinacion o lSAcion  BIONEACION o ellla
magna magna L. sativa Radicula  Hipocotilo vuloaris
(24 h) (48h) ) L. sativa L. sativa &

CEs CE, CEs CEy CEs CE; CEs CE; gy CEs CE, 0 CEs; CEj

DE-1 12 1.0 12 1.1 1.2 10 41 27 30 21 31 19
DE-2 23 18 46 38 3.0 23 130 88 75 51 30 22
DE-3 128 113 262 231 7.1 6.6 135 112 132 103 35 27

En el Cuadro 21 se observa que las pruebas con D. magna y de elongacién de
radicula de L. sativa proporcionaron la mayor parte de la UT, 26.2 y 13.5 respectivamente,
siendo la mas alta UT correspondiente a DE-3 (26.2). Las UT obtenidas con C. vulgaris
presentaron valores muy cercanos en los tres efluentes, por lo que no son valores
confiables, debido a que las CEs y CEjy se obtuvieron tomando como referencia la
concentracion mas baja (17%) utilizada en la preparacion de las diluciones de los efluentes

y no el blanco como en los otros bioensayos.

Ademas se observa que de los tres efluentes estudiados, DE-3 report6 los niveles
mas altos de toxicidad en los tres bioensayos, con valores de unidad toxica (UT) muy por

encima de los estimados para los otros dos efluentes.

Cuadro 22: indice de efecto téxico potencial para todos los efluentes

Impresion 3 Carga
Efluent /h IEPT
uente Toxica Q(m/h) Toxica

CEs CEq9 CEs CE; 0 CEs CEj

DE-1 14.63  9.95 0.87 12.73  8.65 1.14 0.98
DE-2 3471  24.09 1.35 46.86 3252 1.68 1.53
DE-3 77.34  65.25 0.95 73.08 61.66 1.87 1.80

Los principales contribuyentes de la Impresion Toxica fueron las pruebas con D.
magna y con semillas de L. sativa por tener valores altos de UT, tal como ya se mencion6

lineas arriba.

Se observa en el Cuadro 22 las diferencian marcadas de los valores de Carga
Toéxica en los efluentes, esto principalmente debido a los valores de la impresion toxica, ya
que este integra el potencia de toxicidad de los tres efluentes en los organismos evaluados,
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los cuales fueron bien diferenciables y al volumen de los residuos vertidos (Q), que para
este caso no es muy representativo porque los valores no tienen diferencias marcadas. Pero
si existieran mayores volumenes y/o diferencias bien marcadas por la formulacion de los

procesos, este factor (Q) si seria representativo porque haria que la carga toxica varié.

Ademéas se observa que la Carga Toxica es mayor en DE-3, lo que muestra que este
podria generar mayores problemas a la biota acuatica si es vertido a un cuerpo de agua,
pero también se debe considerar la capacidad de dispersion del medio receptor, ya que este
depende de la interaccion entre numerosos factores tales como la direccion de la corriente,

la velocidad a diferentes profundidades, la exposicion a vientos predominantes, etc.

A partir de la Carga Toxica se obtuvo el IETP, con el cual se evalué y comparo el
riesgo de toxicidad potencial de los tres efluentes (DE-1, DE-2 y DE-3). De estos
resultados el efluente que present6 el valor mas alto del IETP fue DE-3 (ver Cuadro 22),
por lo que si este fuese vertido a un cuerpo receptor, generaria efectos potencialmente mas
perjudiciales en comparacién a los otros dos, por tanto se deberia priorizar las acciones
correctivas pertinentes para dicho efluente y asi se podria reducir la entrada de los

contaminantes toxicos industriales a los cuerpos de agua (Blaise and Férard, 2005).

Sin embargo, segun la clasificacion del Cuadro 2 los valores del IETP obtenidos
usando la CEs como CEjy, resultd que los efluentes de desencale DE-1, DE-2 y DE-3
presentaron una carga toxica despreciables (IETP < 1.99), probablemente debido a la
interaccion de las diferentes sustancias quimicas presentes, las cuales conforman mezclas
complejas que podrian presentar reacciones antagonicas que disminuyen el grado de
toxicidad del vertimiento y, por ende, su incidencia en la respuesta de los diferentes

organismos de prueba.

La UT y el IETP, reflejan de forma integral la condicion del efluente y el efecto de
¢éste sobre la biota acuatica, constituyendo una herramienta valiosa, poco costosa y efectiva

para evaluar el efecto toxico del efluente de desencale.
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V. CONCLUSIONES

El andlisis de los efectos toxicos producidos por los tres efluentes de desencale a
través de bioensayos, determiné que la carga toxica de DE-3 es mayor respecto a DE-1
y DE-2, por tanto si el efluente DE-3 fuese vertido a un cuerpo de agua se debe

priorizar las acciones correctivas en este efluente y luego en DE-2 seguido de DE-1.

A pesar que los tres efluentes tienen una carga toxica despreciable (IETP <1.99), se
prueba que el comportamiento individual de cada pardmetro (evaluacion fisico-

quimico) difiere del impacto que puede ocasionar unido a otros parametros o factores.

El IETP seria una herramienta util para la proteccion del ambiente porque ayudaria a

priorizar las acciones de mitigacion de las aguas residuales con alta carga toxica.

De los tres efluentes analizados, el que presento mayor efecto de inmovilizaciéon en D.
magna ¢ inhibicion en el crecimiento de L. sativa, y C. vulgaris, fue el efluente DE-3
(desencale tradicional), ya que presentd los valores de CEsy mas bajos en todos los

bioensayos.

El bioensayo con D. magna resulto ser el mas sensible, economico, rapido y fécil de

realizar, al ser comparada con los ensayos con L. sativa 'y C. vulgaris

En los bioensayos con L. sativa los efluentes DE-2 y DE-3 tuvieron una marcada
estimulacion en la elongacion de la radicula e hipocotilo a bajas concentraciones, pero

a mayores concentraciones se presento inhibicion en el crecimiento.

En los bioensayos con C. vulgaris hubo efecto de estimulacion en los tres efluentes,
con excepcion de la concentracion 100% de DE-3. Pero, los resultados del % ECA
muestran un alto potencial de eutrofizacion a bajas concentraciones en los tres
efluentes, lo que podria generar procesos de eutrofizacion al verterse a un cuerpo de

agua.
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La evaluacion fisico-quimica debe ser complementada con estudios toxicologicos para
determinar la causalidad de la toxicidad, ya que la combinacién de estas dos
herramientas ayudaria en la proteccion de los cuerpos receptores y el control de los

efluentes industriales.

Los parametros fisico-quimicos evaluados en los tres efluentes sobrepasan los valores
de los LMP para aguas superficiales del subsector curtiembre. DE-1 cumple con los

VMA, mientras que DE-2 y DE-3 no cumplen esta regulacion.
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VI. RECOMENDACIONES

Continuar realizando este tipo de estudios tanto en el tipo de efluente evaluado como
en los provenientes de otras industrias y en aquellos cuerpos de agua altamente
influenciados por actividades contaminantes, con el fin de diagnosticar los posibles

impactos ambientales negativos que puedan afectar los ecosistemas.

La modificacion de algunos insumos en el proceso de produccion de curtido ayudaria
también a disminuir los efectos toxicos de los efluentes en el ecosistema acuatico, por
lo que se recomienda realizar un estudio mas detallado de todo el proceso de
produccion que brinde una informacion general y no parcial como en este estudio, para

tener una mejor vision y sustento de la toxicidad del efluente.

También se recomienda hacer estudios para el posible uso de este efluente como agua
de riego para plantas ornamentales o cultivos, debido a los efectos de estimulacioén que

se presentaron en la investigacion.

Realizar mas estudio para generar posteriormente las bases que permitan establecer e
implementar una normatividad que considere las evaluaciones ecotoxicoldgicas, para

complementar los analisis fisico-quimicos.

La réplica de los bioensayos y la validacion de la metodologia implementada en la
presente investigacion se pueden convertir en una alternativa practica y

complementaria en el control de la contaminacion de los cuerpos de agua.

Es dificil correlacionar los valores obtenidos de la CEsy con los parametros fisico-
quimicos, ya que los efluentes son matrices muy complejas, por lo que se recomienda
combinar técnicas de fraccionamiento y analisis quimicos con los ensayos de toxicidad
con el fin de saber que compuesto toxico real o grupo de compuestos causan toxicidad

en el efluente analizado.
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CARTAS CONTROL
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C

ANEXO 1: CONTROL POSITIVO PARA Daphnia magna

uadro 23: Porcentaje de Daphnias magna inmovilizadas al usar dicromato de

potasio (K;Cr;07) en 24 de exposicion

s 24 horas
Concentracion 5
(mg/l) Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 Prom 1§:tv :
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0
0.007 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0
0.077 0 5 0 0 0 5 0 1 2.4
0.77 10 15 15 15 10 15 10 13 2.7
7.7 35 45 50 30 45 40 35 40 7.1
77 100 100 100 100 100 100 100 100 0.0
770 100 100 100 100 100 100 100 100 0.0
CE5 791 493 5.17 7.80 6.44 548 791 6.52 1.35
Carta de control para Daphnia magna-24 h
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g | s
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Figura 19: Carta control de Daphnia magna para 24 horas de exposicion
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Cuadro 24: Porcentaje de Daphnias magna inmovilizadas al usar dicromato de

potasio (K;Cr;07) en 48 de exposicion

.y 48 horas

Concentracion b
(mg/1) Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 Prom. 1§:tv :
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0
0.007 0 0 0 5 0 5 0 1 2.4
0.077 5 10 5 0 5 5 10 6 3.5
0.77 15 25 20 20 25 20 30 22 49
7.7 100 95 100 95 100 100 95 98 2.7
77 100 100 100 100 100 100 100 100 0.0
770 100 100 100 100 100 100 100 100 0.0
CE5 1.36 097 1.22 135 1.10 1.04 1.01 1.15 0.16

Carta de control para Daphnia magna- 48 h
LS ettt et e eeae e e aaaeeranaaarnane e tnanararaneraraanararaas
* IS

1.3

- *

ﬁﬂm

©1.1 TS

¢ TS
*

0.9

0.7
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Pruebas

Figura 20: Carta control de Daphnia magna para 48 horas de exposicion
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ANEXO 2: CONTROL POSITIVO PARA Lactuca sativa

Cuadro 25: Porcentaje de inhibicion de germinacion de Lactuca sativa al aplicarles

concentraciones de sulfato de zinc (ZnSQy)

. Germinacion
Concentracion Desv
(mg/1) R1 R2 R3 R4 R5 R6  Prom Est )
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.021 0 0 0 0 0 0 0 0
0.21 0 0 0 0 0 0 0 0
2.1 0 0 0 0 0 0 0 0
21 10 10 10 15 15 10 11.7 2.6
210 50 45 50 50 45 50 48.3 2.6
2100 100 100 100 100 100 100 100 0
CEs 158.66 175.99 158.66 141.24 156.80 158.66 158.3 11.0

Carta de control de Germinacion
Lactuca sativa
190
180 ...............................................................................
 J
170
2160
= < < <
@) z 2
150
140 .
130
120
0 1 2 3 4 5 6 7
Pruebas

Figura 21: Carta control de Germinacion de Lactuca sativa
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Cuadro 26: Porcentaje de inhibicion en radicula de Lactuca sativa al aplicarles

concentraciones de sulfato de zinc (ZnSQy)

., Radicula
Concentracion b
(mg/) RI R2 R3 R4 R5 R6 Prom Eesstv :
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.021 6.5 6.4 7.5 6.3 6.4 5.0 6 1
0.21 16.1 13.9 16.7 15.4 15.9 16.0 16 1
2.1 23.0 22.8 22.4 249 26.2 24.5 24 1
21 493 48.8 499 497 50.4 514 499 0.9
210 797 773 81.6 779 759 78.1 78.4 2.0
2100 95.1 94.8 95.5 954 954 96.0 95 0
CE5 13.0 15.1 114 13.5 13.6 12.8 13.2 1.2
Carta de control de Radicula
Lactuca sativa
16 oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
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Figura 22: Carta control de Radicula de Lactuca sativa
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Cuadro 27: Porcentaje de inhibicion de hipocotilo de Lactuca sativa al aplicarles

concentraciones de sulfato de zinc (ZnSQy)

< Hipocotilo
Concentracion 5
(mg/l) RIi R2 R3 R4 R5 R6 Prom Eesstv
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.021 10.4 8.4 8.4 9.1 12.2 9.8 10 1
0.21 16.2 14.3 14.7 19.8 21.9 20.3 18 3
2.1 24.1 25.3 259 254  28.1 24.77 26 1
21 514 498 502 486 507 504 50.2 09
210 70.1 689 722 674 69.0 70.8 69.8 1.7
2100 &9.5 89.7 91.0 91.7 909 91.0 91 1
CE5 18.2 19.9 16.9 17.2 13.2 15.1 16.7 2.3
Carta de control de Hipocotilo
Lactuca sativa
24
22 .................................................................................
20 2
s 18 * .
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12 .................................................................................
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Figura 23: Carta control de Hipocotilo de Lactuca sativa
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ANEXO 3: CONTROL POSITIVO PARA Chlorella vulgaris

Cuadro 28: Porcentaje de inhibicion de crecimiento de Chlorella vulgaris al usar

dicromato de potasio (K,Cr,0O~)

Concentracion

VIV (%) R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0.00
0.027 -41.67 -41.73 -4570 -32.58 -26.32 -34.63 -3584 -52.97
0.27 -6.28  -5.66 -1291 439 -037 -2.66 -3.75 -10.51
2.7 23.06 22.89 1227 2322 2575 21.53 19.56 17.70
27 4428 47770 39.80 49.61 4926 49.78 47.15 42.18
270 65.67 62.74 64.80 66.51 6241 6232 67.38 65.15
CE;s 5299 53,53 73775 4156 51.26 53.70 49.71 63.561
Carta de control de Chlorella vulgaris
100
T T e
4
ik 60 *
) r 3 ¢ * L .
40 *
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 24: Carta control de Chlorella vulgaris
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ANEXO 4: ANALISIS DE LA PRECIPITACION DEL HIDROXIDO DE CROMO
(Cr(OH)s)

Considerando que todo el cromo total esta en forma de Cr’* la solubilidad es:
Total (¢ry=1.46 mg/l

Cr(OH); < Cr’" + 30H

Kso=[Cr’"] [OH

Complejos de los metales:

Cr’"+ OH —Cr(OH)*" Log B, =10

Cr’" + 20H —Cr(OH)," Log B, =18.38

Cr"+30H —Cr(OH); Log B;=25.25

(Precipitara el Cr (OH); si Total ¢y = 1.46 mg/l = 107*°53M y pH = 8.4 ?
;Cual es [Cr’*] a pH 8.4, siendo que Kso= 107

Cr(OH)?*
= oneta ~ (GO = B[OHICr
[Cr(OM)3]

2 = ToR-Je[cre] [Cr(OH)3] = B[OHT]*[Cr3*]

Cr(OH
T I p—
Total (¢ry = [Cr®*] + [Cr(OH)**] + [Cr(OH)3] + [Cr(OH);]

Total gy = [Cr¥*] + B[OHI[Cr®*] + B,[OHT2[Cr3*] + B5[OH-TP[Cr™]

_ Total (cr)
1+ B4[OH] + Bo[OH"]? + B3[OH]?

[Cré+]

10—4—.553

[Cr3*] = = = -
1+ 1010X10 5.6_|_ 1018.38X(10 5.6)2 + 1025'25X(10 5.6)3
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10—4.553

C 3+1 —
[ r ] 1+ 104.4+ 107.18 + 108.45

[Cr3*t] = 9.427x107* M
IAP = [Cr3*][(OH)7]3
IAP = 9.427x1071%x (10756)3 = 10729825

IAP > Kso — Precipita
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ANALISIS ESTADISTICO PARA
DETERMINAR EL NOEC Y LOEC
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ANEXO 5: ANALISIS ESTADISTICO PARA Daphnia magna
A. ANOVA para Daphnia magna en 24 horas de exposicion
Para DE-1
H;: El nimero de daphnidos vivos en las concentraciones del efluente DE-1 es menor

que el numero de daphnidos vivos en el control.

Hy = Ucontrot < Ueratamiento

Hi = Ucontrol > Ueratamiento

ANOVA de un factor
Suma de Media .
gl i F Sig
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 15,167 7 2,167 52,000( ,000
Intra-grupos ,667 16 ,042
Total 15,833 23

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel
de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que
existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-1 en un periodo de 24 horas de exposicion.

Comparaciones miultiples
t de Dunnett (<control)

. ) Intervalo de
(I) Conl  (J) Conl leer'enma de Error tipico | Sig. confianza al 95%
medias (I-J) . .
Limite superior
26,00 ,00 ,00000 ,16667 ,875 ,4263
33,00 ,00 ,00000 ,16667 ,875 ,4263
41,00 ,00 ,00000 ,16667 ,875 ,4263
51,00 ,00 ,00000 ,16667 ,875 ,4263
64,00 ,00 ,00000 ,16667 ,875 ,4263
80,00 ,00 -1,00000" ,16667 ,000 -,5737
100,00 ,00 -2,33333" ,16667 ,000 -1,9070

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracién mas alta
en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y LOEC

(concentraciéon mas baja a la cual se observa efecto), siendo NOEC= 64% y el LOEC

=80%.
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Para DE-2
H;: El nimero de daphnidos vivos en las concentraciones del efluente DE-2 es

menor que el naimero de daphnidos vivos en el control.

Ho = Ucontrot < Htratamiento

Hi = Ucontrol > Utratamiento

ANOVA de un factor
Suma de cuadrados gl Media F Sig.
cuadratica
Inter-grupos 149,333 7 21,333 170,667 ,000
Intra-grupos 2,000 16 ,125
Total 151,333 23

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel
de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que
existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-2 en un periodo de 24 horas de exposicion.

Comparaciones miultiples
t de Dunnett (<control)

(D Con2  (J) Con2 Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de
medias (I-)) confianza al 95%
Limite superior
1,50 ,00 ,00000 ,28868 ,875 ,7384
3,00 ,00 ,00000 ,28868 ,875 ,7384
6,00 ,00 ,00000 ,28868 ,875 ,7384
12,00 ,00 ,00000 ,28868 ,875 , 7384
25,00 ,00 -,33333 ,28868 414 ,4051
50,00 ,00 -1,33333" ,28868 ,001 -,5949
100,00 ,00 -7,66667" ,28868 ,000 -6,9283

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracion mas alta
en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y LOEC
(concentracién maés baja a la cual se observa efecto), siendo NOEC= 25% y el LOEC

=50%.
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Para DE-3
H;: El nimero de daphnidos vivos en las concentraciones del efluente DE-3 es

menor que el nimero de daphnidos vivos en el control.

Ho = Ucontrot < Htratamiento

Hi = Ucontrol > Utratamiento

ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 2066,625 7 295,232 2361,857 ,000
Intra-grupos 2,000 16 ,125
Total 2068,625 23

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel
de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H, . Por lo tanto se puede afirmar que
existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-3 en un periodo de 24 horas de exposicion.

Comparaciones miltiples
t de Dunnett (<control)

(D) Con2 (J) Con2 Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de
medias (I-]) confianza al 95%
Limite superior
1,50 ,00 ,00000 ,28868 ,875 , 7384
3,00 ,00 ,00000 ,28868 ,875 , 7384
6,00 ,00 -1,00000" ,28868 ,009 -,2616
12,00 ,00 -4,00000" ,28868 ,000 -3,2616
25,00 ,00 -20,00000" ,28868 ,000 -19,2616
50,00 ,00 -20,00000° ,28868 ,000 -19,2616
100,00 ,00 -20,00000" ,28868 ,000 -19,2616

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracién mas alta
en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y LOEC

(concentracién mas baja a la cual se observa efecto), siendo NOEC= 3% y el LOEC =6%.
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B. ANOVA para Daphnia magna en 48 horas de exposicion

Para DE-1

H,: El nimero de daphnidos vivos en las concentraciones del efluente DE-1 es menor

que el nimero de daphnidos vivos en el control.

Hy = Ueontrot < Htratamiento

Hi = Ucontrol > Heratamiento

ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 36.292 7 5.185 62.214 .000
Intra-grupos 1.333 16 .083
Total 37.625 23

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel
de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que

existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-1 en un periodo de 48 horas de exposicion.

Comparaciones miltiples

t de Dunnett (<control)

Intervalo de
Diferencia de o . o
(I) Conl (HConl _ Error tipico Sig. confianza al 95%
medias (I-J) _ ]
Limite superior
26.00 .00 .00000 23570 .875 .6029
33.00 .00 .00000 23570 .875 .6029
41.00 .00 .00000 23570 .875 .6029
51.00 .00 .00000 23570 .875 .6029
64.00 .00 .00000 23570 .875 .6029
80.00 .00 -1.33333" 23570 .000 -7304
100.00 .00 -3.66667" 23570 .000 -3.0638

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracion mas alta
en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y LOEC

(concentraciéon mas baja a la cual se observa efecto), siendo NOEC= 64% y el LOEC

=80%.
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Para DE-2
H,: El nimero de daphnidos vivos en las concentraciones del efluente DE-2 es

menor que el nimero de daphnidos vivos en el control.

Hy = Ucontrot < Utratamiento

Hi = Ucontrol > Ueratamiento

ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 870,000 7 124,286 331,429 ,000
Intra-grupos 6,000 16 ,375
Total 876,000 23

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel
de significacion de 0.05 para rechazar Hy y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que
existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del
efluente DE-2 en un periodo de 48 horas de exposicion.

Comparaciones miltiples
t de Dunnett (<control)

) ) Intervalo de
Diferencia de . .

(I) Con2  (J) Con2 _ Error tipico Sig. confianza al 95%

medias (I-J) . )

Limite superior

1,50 ,00 ,33333 ,50000 ,974 1,6123
3,00 ,00 ,00000 ,50000 ,875 1,2789
6,00 ,00 ,00000 ,50000 ,875 1,2789
12,00 ,00 -,33333 ,50000 ,637 ,9456
25,00 ,00 -1,33333" ,50000 ,041 -,0544
50,00 ,00 -5,66667" ,50000 ,000 -4,3877
100,00 ,00 -18,33333" ,50000 ,000 -17,0544

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracién mas alta
en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y LOEC

(concentracién mas baja a la cual se observa efecto), siendo NOEC=12% y el LOEC=25%.
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Para DE-3

H;: El nimero de daphnidos vivos en las concentraciones del efluente DE-3 es

menor que el naimero de daphnidos vivos en el control.

Ho = Ucontrot < Htratamiento

Hi = Ucontrol > Utratamiento

ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 2116,292 7 302,327 7255,857 ,000
Intra-grupos ,667 16 ,042
Total 2116,958 23

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel

de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que

existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-3 en un periodo de 48 horas de exposicion.

t de Dunnett (<control)

Comparaciones miultiples

_ ) Intervalo de
Diferencia de o . o
(D) Con2 (J) Con2 _ Error tipico Sig. confianza al 95%
medias (I-J) . )
Limite superior
1,50 ,00 ,00000 ,16667 875 ,4263
3,00 ,00 -1,00000" ,16667 ,000 -,5737
6,00 ,00 -4,66667" ,16667 ,000 -4,2404
12,00 ,00 -20,00000° ,16667 ,000 -19,5737
25,00 ,00 -20,00000° ,16667 ,000 -19,5737
50,00 ,00 -20,00000" ,16667 ,000 -19,5737
100,00 ,00 -20,00000° ,16667 ,000 -19,5737

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentraciéon mas alta

en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y LOEC

(concentracién mas baja a la cual se observa efecto), siendo NOEC=1.5% y el LOEC=3%.
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A. Efluente DE-1

Analisis ANOVA

H;: La germinacion, longitud de radicula y longitud de hipocotilo en las

concentraciones del efluente DE-1 es menor que a germinacion, longitud de radicula y

longitud de hipocotilo en el control.

Hy = Ucontrot > Heratamiento

Hi = Ueontrol < Heratamiento

ANEXO 6: ANALISIS ESTADISTICO PARA Lactuca sativa

ANOVA de un factor
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter-grupos ,715 7 ,102 7,792 ,000
Germina  Intra-grupos 6,183 472 ,013

Total 6,898 479

Inter-grupos 8223,000 7 1174,714 25,878 ,000
Radicula  Intra-grupos 21425,800 472 45,394

Total 29648,800 479

Inter-grupos 8829,392 7 1261,342 27,306 ,000
Hipocotilo Intra-grupos 21803,200 472 46,193

Total 30632,592 479

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel
de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que
existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-1.
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t de Dunnett (<control)

Comparaciones miultiples

Variable D Q) Diferencia de Error Sig. Intervalo de
dependiente  Concen Concen medias (I-J) tipico confianza al 95%
Limite superior
26,00 ,00 ,00000| ,02090 ,875 ,0491
33,00 ,00 ,00000| ,02090 ,875 ,0491
41,00 ,00 ,00000| ,02090 ,875 ,0491
Germina 51,00 ,00 ,00000| ,02090 ,875 ,0491
64,00 ,00 ,00000| ,02090 ,875 ,0491
80,00 ,00 ,00000| ,02090 ,875 ,0491
100,00 ,00 11667 | ,02090 ,000 -,0676
26,00 ,00 -1,60000| 1,23009 ,337 1,2874
33,00 ,00 -3,58333"| 1,23009 ,011 -,6959
41,00 ,00 -4,70000" | 1,23009 ,000 -1,8126
Radicula 51,00 ,00 -6,28333" | 1,23009 ,000 -3,3959
64,00 ,00 -7,28333" | 1,23009 ,000 -4,3959
80,00 ,00 9,65000" | 1,23009 ,000 -6,7626
100,00 ,00 -13,70000" | 1,23009 ,000 -10,8126
26,00 ,00 4,23333| 1,24088| 1,000 7,1461
33,00 ,00 , 31667 1,24088 ,928 3,2294
41,00 ,00 421667 | 1,24088 ,002 -1,3039
Hipocotilo 51,00 ,00 -5,71667"| 1,24088 ,000 -2,8039
64,00 ,00 -6,45000" | 1,24088 ,000 -3,5373
80,00 ,00 -7,56667 | 1,24088 ,000 -4,6539
100,00 ,00 -8,96667" | 1,24088 ,000 -6,0539

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracion mas alta

en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y el LOEC

(concentracion mas baja a la cual se observa efecto). Siendo para la germinacion el
NOEC=80% y LOEC=100%; para la radicula NOEC=26% y LOEC=33%; y para el
hipocotilo NOEC=33% y LOEC=41%.
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B. Efluente DE-2

Analisis ANOVA

Hy:La germinacién, longitud de radicula y longitud de hipocotilo en las

concentraciones del efluente DE-1 es menor que a germinacion, longitud de radicula y

longitud de hipocotilo en el control.

Hy = Ucontrol > Ueratamiento

Hi = Ueontrot < Utratamiento

ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 101,458 7 14,494 820,943 ,000
Germinacion Intra-grupos 8,333 472 ,018
Total 109,792 479
Inter-grupos 84173,392 7 12024,770] 730,581 ,000
Radicula Intra-grupos 7768,733 472 16,459
Total 91942,125 479
Inter-grupos 44156,633 7 6308,090 621,868 ,000
Hipocotilo Intra-grupos 4787,867 472 10,144
Total 48944,500 479

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel

de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que

existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-2.
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Comparaciones multiples
t de Dunnett (<control)

Variable D Q) Diferencia | Error Sig. |Intervalo de
dependiente Concentracion Concentracion | de medias tipico confianza
1)) al 95%
Limite
superior
1,50 ,00 ,00000 | ,02426 ,875 ,0569
3,00 ,00 ,00000 | ,02426 ,875 ,0569
6,00 ,00 ,00000 | ,02426 ,875 ,0569
Germinacion 12,00 ,00 ,00000 | ,02426 ,875 ,0569
25,00 ,00 -,83333"| ,02426 ,000 -, 7764
50,00 ,00 -1,00000"| ,02426 ,000 -,9431
100,00 ,00 -1,00000"| ,02426 ,000 -,9431
1,50 ,00 6,56667| ,74070( 1,000 8,3053
3,00 ,00 5,68333| ,74070( 1,000 7,4220
6,00 ,00 3,71667| ,74070( 1,000 5,4553
Radicula 12,00 ,00 -6,45000" | ,74070 ,000 -4,7113
25,00 ,00 -22,11667"| ,74070 ,000 -20,3780
50,00 ,00 -24,66667" | ,74070 ,000 -22,9280
100,00 ,00 -25,96667" | 74070 ,000 -24,2280
1,50 ,00 2,95000| ,58149( 1,000 4,3149
3,00 ,00 2,23333| ,58149( 1,000 3,5983
6,00 ,00 25000 ,58149 ,953 1,6149
Hipocotilo 12,00 ,00 4383337 ,58149 ,000 -3,0184
25,00 ,00 -14,80000"| ,58149 ,000 -13,4351
50,00 ,00 -18,25000"| ,58149 ,000 -16,8851
100,00 ,00 -23,00000"| ,58149 ,000 -21,6351

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracion mas alta
en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y el
LOEC(concentracion mas baja a la cual se observa efecto). Siendo para la germinacion el
NOEC=12% y LOEC=25%; para la radicula NOEC=6% y LOEC=12%; y para el
hipocotilo NOEC=6% y LOEC=12%.
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C. Efluente DE-3

Analisis ANOVA

Hy:La germinacidon, longitud de radicula y longitud de hipocotilo en las

concentraciones del efluente DE-3 es menor que a germinacion, longitud de radicula y

longitud de hipocotilo es menor que en el control.

Hy = Ucontrot < Ueratamiento

Hi = Ucontrol > Utratamiento

ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter-grupos 101,458 7 14,494 820,943 ,000
Germinacion Intra-grupos 8,333 472 ,018

Total 109,792 479

Inter-grupos 87110,392 7 12444342 756,073 ,000
Radicula Intra-grupos 7768,733 472 16,459

Total 94879,125 479

Inter-grupos 45140,133 7 6448,590 694,198 ,000
Hipocotilo Intra-grupos 4384,533 472 9,289

Total 49524,667 479

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel

de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que

existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-3.

85



t de Dunnett (<control)

Comparaciones miultiples

Variable D Q) Diferencia | Error Sig. |Intervalo de
dependiente Concentracion Concentracion | de medias tipico confianza
I-0) al 95%
Limite
superior
1,50 ,00 ,00000| ,02426 ,875 ,0569
3,00 ,00 ,00000| ,02426 ,875 ,0569
6,00 ,00 ,00000| ,02426 ,875 ,0569
Germinacion 12,00 ,00 ,00000| ,02426 ,875 ,0569
25,00 ,00 -,83333"| ,02426 ,000 -, 7764
50,00 ,00 -1,00000" | ,02426 ,000 -,9431
100,00 ,00 -1,00000"| ,02426 ,000 -,9431
1,50 ,00 6,56667| ,74070( 1,000 8,3053
3,00 ,00 5,68333| ,74070( 1,000 7,4220
6,00 ,00 3,71667| ,74070( 1,000 5,4553
Radicula 12,00 ,00 -,45000( ,74070 ,660 1,2887
25,00 ,00 22,11667"| ,74070 ,000 -20,3780
50,00 ,00 24,66667" | ,74070 ,000 -22,9280
100,00 ,00 -25,96667" | 74070 ,000 -24,2280
1,50 ,00 2,95000( ,55646] 1,000 4,2562
3,00 ,00 2,23333 | ,55646] 1,000 3,5395
6,00 ,00 ,25000( ,55646 ,956 1,5562
Hipocotilo 12,00 ,00 -2,05000" | ,55646 ,001 -,7438
25,00 ,00 -14,80000" | ,55646 ,000 -13,4938
50,00 ,00 -18,25000"| ,55646 ,000 -16,9438
100,00 ,00 -23,00000"| ,55646 ,000 -21,6938

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracion mas alta

en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y el LOEC

(concentracion mas baja a la cual se observa efecto). Siendo para la germinaciéon el
NOEC=12% y LOEC=25%; para la radicula NOEC=12% y LOEC=25%; y para el
hipocotilo NOEC=6% y LOEC=12%.
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ANEXO 7: ANALISIS ESTADISTICO PARA Chlorella vulgaris
A. Para DE-1

H;: La concentracion de clorofila en las concentraciones del efluente DE-1 es mayor que

la concentracion de clorofila en el control.

Hy = Ucontrot > Heratamiento

Hi = Ueontrol < Heratamiento

ANOVA de un factor
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 10486379,928 6 1747729,988 | 980,126 ,000
Intra-grupos 24964,352 14 1783,168
Total 10511344,280 20

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel
de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que
existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-1.

Comparaciones miltiples
t de Dunnett (>control)

D @) Diferencia de Error Sig. Intervalo de
Concen Concen medias (I-]) tipico confianza al 95%
Limite inferior

17,00 ,00 2236,86667 | 34,47867 ,000 2149,5590
24,00 ,00 2155,28333"| 34,47867 ,000 2067,9757
34,00 ,00 2047,00000" | 34,47867 ,000 1959,6924
59,00 ,00 1763,68333"| 34,47867 ,000 1676,3757
70,00 ,00 1699,90000° | 34,47867 ,000 1612,5924
100,00 ,00 1634,63333" | 34,47867 ,000 1547,3257

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracién mas alta
en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y el
LOEC(concentracion mas baja a la cual se observa efecto). El NOEC no se pudo hallar y el

LOEC= 17%.
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B. Para DE-2

H;: La concentracion de clorofila en las concentraciones del efluente DE-2 es mayor que

la concentracion de clorofila en el control.

Hy = Ucontrot > Heratamiento

Hi = Ueontrol < Heratamiento

ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos | 6941792,778 6| 1156965463 611,630 ,000
Intra-grupos 26482,543 14 1891,610
Total 6968275,322 20

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel

de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H, . Por lo tanto se puede afirmar que

existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-2.

t de Dunnett (>control)

Comparaciones miltiples

() ) Diferencia de | Error tipico Sig. Intervalo de
Concen Concen medias (I-J) confianza al 95%
Limite inferior

17,00 ,00 1652,43333" 35,51160 ,000 1562,5101
24,00 ,00 1560,46667" 35,51160 ,000 1470,5434
34,00 ,00 1480,36667" 35,51160 ,000 1390,4434
59,00 ,00 1339,45000" 35,51160 ,000 1249,5268
70,00 ,00 1109,53333" 35,51160 ,000 1019,6101
100,00 ,00 479,11667 35,51160 ,000 389,1934

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracién mas alta

en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y el

LOEC(concentracion mas baja a la cual se observa efecto). El NOEC no se pudo hallar y el

LOEC= 17%.
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C. Para DE-3
H,: La concentracion de clorofila en las concentraciones del efluente DE-2 es mayor que la

concentracion de clorofila en el control.

Ho = Ucontrol > Heratamiento

Ha = nuCOTltTOl < /'ttratamiento

ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos | 6634371,225 6| 1105728,537| 677,800 ,000
Intra-grupos 22838,883 14 1631,349
Total 6657210,108 20

La prueba de ANOVA indica que existe suficiente evidencia estadistica a un nivel
de significacion de 0.05 para rechazar H, y aceptar H; . Por lo tanto se puede afirmar que
existen diferencias significativas entre el control y al menos una de las concentraciones del

efluente DE-3.

Comparaciones miultiples
t de Dunnett (>control)

D Q) Diferencia de | Error tipico Sig. Intervalo de
Concen Concen | medias (I-])) confianza al 95%

Limite inferior

17,00 ,00 1388,40000° 32,97826 ,000 1304,8917
24,00 ,00 1326,10000° 32,97826 ,000 1242,5917
34,00 ,00 1097,66667" 32,97826 ,000 1014,1584
59,00 ,00 864,78333" 32,97826 ,000 781,2751
70,00 ,00 433,13333" 32,97826 ,000 349,6251
100,00 ,00 -75,65000 32,97826 1,000 -159,1583

A partir de la prueba POST-ANOVA se hallaron el NOEC (concentracion mas alta
en la que no se presenta diferencia significativa con el grupo control) y el
LOEC(concentracion mas baja a la cual se observa efecto). EIl NOEC no se pudo hallar y el

LOEC=17%.
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RESULTADOS DE
LOS BIOENSAYOS
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ANEXO 8: RESULTADOS DE Daphnia magna

DE-1
. 24 horas 48 horas
Concentraciones oD oD
(%) Rl R2 R3 (mgOy) pH R1 R2 R3 (mgO4/1) pH
0 0o 0 0 8.54 700 0 O O 6.52 7.53
26 0o 0 0 7.68 73 0 0 O 5.38 7.57
33 0 0 0 7.02 754 0 0 0 5.31 7.60
41 0o 0 0 7.21 812 0 0 0 5.27 7.70
51 0 0 0 7.65 742 0 0 0 523 7.64
64 0o 0 0 7.74 762 0 0 O 5.15 7.79
80 1 1 1 7.10 755 1 1 2 5.10 8.00
100 2 2 3 7.54 850 4 3 4 5.10 7.90
DE-2
. 24 horas 48 horas
Concentraciones oD oD
(%) RUR2Z RS (mgoyy PH RURZRS (oo PH
0 0 0 0 8.04 753 1 0 O 6.48 7.32
1.5 0 0 0 7.84 752 0 0 O 6.11 7.29
3 0 0 0 7.62 76 0 1 0 6.00 7.57
6 0 0 0 7.41 764 0 1 O 5.84 7.54
12 0 0 0 7.34 773 1 1 0 5.70 7.66
25 1 0 0 7.01 796 2 2 1 5.60 8.20
50 2 1 1 6.94 802 7 6 5 5.05 7.76
100 8 8 7 6.87 831 19 19 18 4.10 8.00
DE-3
. 24 horas 48 horas
Concentraciones oD oD
(%) Rl R2 mgo,n PH ORI RZ R, pH
0 0o 0 0 8.49 724 0 0 O 6.80 7.74
1.5 0o 0 0 8.52 732 0 0 O 6.11 7.54
3 0o 0 0 8.36 73 1 1 1 5.86 7.36
6 1 1 1 7.54 754 5 4 5 5.23 7.29
12 4 3 5 6.84 7.63 20 20 20 4.64 8.08
25 20 20 20 6.12 7.65 20 20 20 4.10 8.01
50 20 20 20 5.34 792 20 20 20 3.25 7.54
100 20 20 20 5.02 8.04 20 20 20 1.78 7.89
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ANEXO 9: RESULTADOS DE Lactuca sativa

Concentracion
(%)

26
33
41
51
64
80
100

Germinacion Radicula Hipocotilo
R1 R2 R3 Prom Desv. Est. R1 R2 R3 Prom Desv. Est. R1 R2 R3 Prom Desv. Est.
DE-1
20 20 20 20 0 37 36 36.65 36.55 0.51 332 324 325 3270 0.44
20 20 20 20 0 35 34.85 35 34.95 0.09 36.75 377 3635 36.93 0.69
20 20 20 20 0 33.7 328 324 3297 0.67 3225 3355 3325 33.02 0.68
20 20 20 20 0 32.15 3195 3145 31.85 0.36 28.3 2885 283 2848 0.32
20 20 20 20 0 30.05 30.55 302 30.27 0.26 272 274 2635 2698 0.56
20 20 20 20 0 29 29.15 29.65 29.27 0.34 26.5 2635 259 2625 0.31
20 19 19 1933 0.58 27.15 2745 26.1 2690 0.71 256 255 243 2513 0.72
18 17 18 18 1 243 219 2235 2285 1.28 24.15 234 23.65 2373 0.38
DE-2
20 20 20 20.00 0.00 21.85 223 2275 2230 0.45 24 247 246 2443 0.38
20 20 20 20.00 0.00 26.3 2675 26.05 2637 0.35 29.5 2845 28.65 28.87 0.56
20 20 20 20.00 0.00 24.55 2445 2425 2442 0.15 27.05 26.15 2595 26.38 0.59
20 20 20 20.00 0.00 23.15 23.05 234 2320 0.18 25.25 25 24 24.75 0.66
20 20 20 20.00 0.00 18.95 19.1 19.3  19.12 0.18 235 228 232 2317 0.35
20 20 20 20.00 0.00 147 1385 159 1482 1.03 19.95 205 21.25 20.57 0.65
16 16 17 1633 0.58 9.8 795 9.85 9.20 1.08 17.85 169 1725 17.33 0.48
11 11 12 11.33 0.58 6.4 5.6 6.75 6.25 0.59 9.5 9.25 925 9.33 0.14
DE-3
20 20 20 20.00 0.00 26 26.1 258 2597 0.15 23.75 2235 229 23.00 0.71
20 20 20 20.00 0.00 3225 32.05 333 32.53 0.67 26.15 258 259 2595 0.18
20 20 20 20.00 0.00 3125 31.8 319 31.65 0.35 25.55 251 25.05 2523 0.28
20 20 20 20.00 0.00 2945 305 29.1 29.68 0.73 239 228 23.05 2325 0.58
20 20 20 20.00 0.00 19.05 1995 19.55 19.52 0.45 19 18.6 1825 18.62 0.38
4 4 2 3.33 1.15 44 3.85 33 3.85 0.55 7.9 8.5 8.2 8.20 0.30
0 0 0 0.00 0.00 14 1.55 1.55 1.50 0.09 4.9 4.8 4.55 475 0.18
0 0 0 0.00 0.00 0 0 0 0.00 0.00 0 0 0 0.00 0.00
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ANEXO 10: RESULTADOS DE Chlorella vulagris

. x DE1 DE2 DE3
Concentracion - - -
VIV Clorofila a Promedio Clorofila a Promedio Clorofila a Promedio
(%) (mg/m®) de (mg/m®) de (mg/m®) de
Clorofila Clorofila Clorofila

0 1286.1 1134.8 1263.8

0 1174.8 1217.8 1103.6 1128.8 1183.7 1235.6

0 1192.6 1148.1 1259.4

17 3515.5 2776.8 2670.0

17 3408.7 3454.7 2799.1 2781.3 25944 2624.0
17 3439.9 2767.9 2607.7

24 3386.5 2603.3 2518.7

24 3404.3 3373.1 2723.4 2689.3 2589.9 2558.8
24 3328.6 2741.2 2567.7

34 3275.2 2625.5 2527.6

34 3288.6 3264.8 2616.6 2609.2 2336.3 2400.0
34 3230.7 2585.5 2336.3

49 2941.5 2509.8 23274

49 2994.9 2981.5 2456.4 2468.3 2144.9 2165.7
49 3008.2 2438.6 2024.8

70 2954.8 2167.2 2131.6

70 2897.0 2917.7 2251.7 22384 16154 1812.6
70 2901.4 2296.2 1691.0

100 2856.9 1610.9 1699.9

100 2883.6 2852.5 1633.2 1607.9 1143.7 1335.0
100 2816.9 1579.8 1161.5
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PANEL FOTOGRAFICO
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ANEXO 11: GALERIA FOTOGRAFICA

Figura 26: Sacado de la piel después del proceso de desencale
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Figura 27: Cultivo de Daphnia magna

Figura 28: Diferencia de tamafio de los cultivo de Daphnia magna
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Figura 29: Concentraciones preparadas para el ensayo con Daphnia magna

Figura 30: Inhibicion de crecimiento (izquierda) y sin germinacion (derecha)
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Figura 31: Crecimiento del hipocotilo y radicula de Lactuca sativa

Figura 32: Materiales usados para el bioensayo con Lactuca sativa
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Figura 34: Crecimiento de Chorella vulgaris en la camara de incubacion
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