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RESUMEN

La bahia interior de Puno en el lago Titicaca recibe descargas de aguas residuales
deficientemente tratadas de la Laguna de estabilizacion El Espinar y aguas residuales
procedentes de conexiones clandestinas. Esta fuerte presion al ambiente acuético se esta
viendo reflejada en una progresiva contaminacion y eutrofizacion de las aguas, asi como el
deterioro de un ecosistema de importancia cultural, social y econdémica para el poblador
punefio. El objetivo de esta investigacion fue determinar el grado de toxicidad del efluente
considerando los meses de agosto y noviembre del afio 2015. Para Lactuca sativa L. se
evalud la inhibicién del crecimiento del hipocotilo y la radicula durante 120 h. Para
Daphnia pulex se evalu6 la mortalidad luego de 48 h de exposicion, se hallé la
concentracion letal media (CLsp), a partir de la cual se calculé el indice de efecto tdxico
potencial (IETP). El resultado de los ensayos con Lactuca sativa L, mostr6 mayor
inhibicion del crecimiento a nivel de radicula en agosto frente a noviembre. En los ensayos
con Daphnia pulex, los niveles de toxicidad del efluente fueron CLsy 78.82% (agosto) y
CLsp 69.20% (noviembre), lo que podria estar asociado a la alta carga organica, elevados
niveles de nitrégeno amoniacal y bajas concentraciones de oxigeno en el efluente. El
efluente presentd una carga toxica calificada como “considerable” tanto para agosto como
para noviembre del 2015, lo que indican riesgo potencial de afectacion directa a
organismos sensibles de la cadena trofica y de forma global al ecosistema de la bahia
interior del Lago Titicaca, asi como un riesgo potencial para la salud publica siendo
necesarias medidas de atencion prioritaria a esta probleméatica ambiental. Finalmente se
presentan propuestas para la mejora de la gestion de los efluentes vertidos en la bahia

interior de Puno.

Palabras clave: Daphnia pulex, efluente, IETP, Lactuca sativa L, lago Titicaca, toxicidad
aguda.



ABSTRACT

The inner bay of Puno on Lake Titicaca receives discharges of poorly treated wastewater
stabilization pond El Espinar and waste water from illegal connections. This strong
pressure to the aquatic environment is being reflected in a progressive pollution and
eutrophication and deterioration of an ecosystem of cultural, social and economic
importance to the punefio villager. The objective of this research was to determine the
toxicity of effluent considering the months of August and November from 2015. For
Lactuca sativa L. was evaluated the growth inhibition of the hypocotyl and root during 120
h. For Daphnia pulex mortality was assessed after 48 h exposure, was determined the
median lethal concentration (LC50), from which the rate of potential toxic effect (IETP)
was calculated. The results of the tests with Lactuca sativa L, showed greater inhibition of
root growth level in August compared to November. In tests with Daphnia pulex, levels of
effluent toxicity were LC50 78.82 % (August) and LC50 69.20 % (November), which
could be associated with high organic load, high levels of ammonia nitrogen and low
oxygen concentrations in the effluent. The effluent presented a toxic load rated as
"considerable™ for August as well as for November 2015, indicating potential direct
concern to sensitive organisms in the food chain and comprehensively risk to the
ecosystem of the inner bay of Lake Titicaca as well as a potential risk to public health,
being necessary measures of priority attention to this environmental problem. Finally
proposals for improving the management of effluents discharged into the inner bay of Puno
are presented.

Keywords: Acute toxicity, Daphnia pulex, effluent, IETP, Lactuca sativa L, Lake Titicaca,
wastewater effluent.



l. INTRODUCCION

La bahia interior de Puno (BIP) es una area del lago Titicaca que se encuentra afectada por
procesos de contaminacion antropica. Ha sido clasificada como hipereutréfica, debido a la
contaminacion organica de origen externo por el vertimiento de aguas residuales
municipales crudas, inadecuadamente tratadas y aguas provenientes del drenaje pluvial de
la ciudad de Puno. Presenta altas concentraciones de fosfatos (1.72mg/L) y nitrogeno total
(2.39mg/L) que superan los valores de los estandares de calidad ambiental para agua
(ECA) categoria 4 (ANA, 2014).

El problema de contaminacion de la BIP se va intensificando debido al fuerte crecimiento
de la poblacion de Puno (segun el Instituto Nacional de Estadistica e Informética, 141 064
habitantes al 2015). Las concentraciones de carga organica, coliformes totales y coliformes
termotolerantes encontradas, especialmente donde existe descargas de aguas residuales de
poblaciones cercanas a la orilla del lago Titicaca, superan el ECA, por lo cual es necesario
poner especial atencién a estas zonas e implementar un sistema de monitoreo, a fin de
descartar si se trata de fuentes de contaminacién permanentes, que indican procesos de
contaminacion en las zonas poniendo en riesgo la estabilidad del ecosistema (MINAM,
2013).

La BIP recibe descargas directas de aguas residuales sin tratamiento. Asi también la
descarga de la laguna de estabilizacion El Espinar que segun estudios del Programa de las
Naciones Unidas para el Medio Ambiente presenta serias deficiencias de funcionamiento
por recibir cargas por encima de los caudales de disefio y falta de programas de
mantenimiento (PNUMA,2011).

La BIP esta sufriendo una progresiva contaminacién y eutrofizacion de sus aguas. Es asi
que mientras que la biomasa de especies como Lemna gibba “lenteja de agua” se desarrolla
en grandes cantidades por los aportes de nutrientes de las aguas residuales, habiendo
cubierto en afos recientes gran parte de la superficie de la bahia, otras especies de



importancia ecoldgica, econémica, cultural y social como Schoenoplectus totora “totora”,
ha venido decreciendo (IMARPE, 2013).

En la ciudad de Puno opera la empresa prestadora de servicio (EPS) EMSA Puno, la cual
cuenta con un sistema de tratamiento de aguas servidas que fue disefiado para el
tratamiento de aguas domiciliarias; sin embargo, hasta el afio 2015 se disponian aguas de
origen industrial y comercial; generandose problemas sobre todo con los componentes
quimicos y los aceites y grasas que hacen que el proceso de depuracion sea poco eficiente
(SUNASS, 2015).

Con este trabajo de investigacion no planteamos las siguientes interrogantes: ¢Qué grado
de riesgo toxicoldgico presenta el efluente tratado de la PTAR Puno sobre Daphia pulex y

Lactuca sativa L. en agosto y noviembre del 2015?

1.1 OBJETIVO GENERAL

- Evaluar el grado de toxicidad del efluente de la laguna de estabilizaciéon El
Espinar con el uso de bioensayos en Daphnia pulex y Lactuca sativa L. en los

meses de agosto y noviembre del 2015.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar el efecto del efluente de la laguna de estabilizacion El Espinar, sobre
Lactuca sativa L en agosto y noviembre del 2015.

- Evaluar el efecto del efluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar, sobre
Daphnia pulex en agosto y noviembre del 2015.

- Determinar el indice de efecto toxico potencial del efluente en la laguna de
estabilizacion El Espinar.

- Elaborar propuestas para la mejora de la gestion ambiental de los efluentes

vertidos a la bahia interior de Puno.



FORMULACION DE LA HIPOTESIS

H; El efluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar presenta mayor toxicidad aguda

sobre Daphnia pulex, en meses de menor precipitacion como agosto que en noviembre.

H; El efluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar presenta mayor toxicidad aguda

sobre Lactuca sativa L., en meses de menor precipitacion como agosto que en noviembre.

H, El efecto toxico potencial del efluente de la laguna de estabilizacion el Espinar es mayor

en meses de menor precipitacién como agosto que en noviembre.



Il.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 SITUACION DEL AGUA RESIDUAL EN EL PERU

Uno de los principales problemas ambientales en el Per( es la contaminacion del agua y
una de las fuentes de contaminacion, es el vertimiento de aguas residuales de las
poblaciones sin tratamiento o con sistemas de tratamientos deficientes el mismo que
requiere ser evaluado; por lo que la recoleccion, el transporte y el tratamiento de aguas

residuales son de gran importancia para la proteccion de la salud publica (Flores, 2014).

La Superintendencia Nacional de Servicios de Saneamiento (SUNASS, 2014), ente
regulador del sector agua potable y saneamiento en el Per(, indico que la cobertura de agua
y saneamiento alcanzo el 87.6% y 68.4% respectivamente. En calidad, solo el 42.4% de la
poblacion consume agua segura. EI ambito rural la cobertura de agua y saneamiento
alcanz6 68.3% y 18.5%, respectivamente. El 98.5% de la poblacion rural consume agua

con inadecuado o sin ningln tratamiento y el 28.5% aun defeca al aire libre.

La tecnologia de tratamiento de aguas residuales mas comun en el PerQ es la de lagunas de
estabilizacion sin desinfeccion quimica. Las lagunas tienen la capacidad de remover
coliformes termotolerantes cuando se asegura un tiempo de retencién minimo del agua
residual en ellas. Sobre la base de la experiencia de operacion de las plantas de tratamiento
y mediante el uso de modelos para lagunas con flujos dispersos, se determin6 que si el
periodo de retencion es menor de 20 dias, no se cumple el limite méximo perisible (LMP)
de coliformes termotolerantes, ademas que los efluentes no reciben desinfeccion adicional
(SUNASS, 2015).

El 37.9% de las plantas de tratamientos de aguas residuales (PTAR) a nivel nacional,
presentan sobrecarga e incumplen las normas por falta de operacion adecuada: presentan

acumulacién de arena y exceso de lodos. Esto trae como consecuencia la reduccion de la



altura atil de la laguna, menor periodo de retencion y disminucion de la eficiencia de

remocion de demanda bioldgica de oxigeno, coliformes fecales, huevos de helmintos y la
emanacion de olores (SUNASS, 2013).

2.1.1 MARCO LEGAL

Ley N° 29338, Ley de Recursos Hidricos.

Ley N° 28611, Ley General del Ambiente.

Ley N° 28245, Ley Marco del Sistema Nacional de Gestion Ambiental.

Ley N° 29325, Ley del Sistema Nacional de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental.
Decreto Supremo N° 001-2010-AG, aprueba el Reglamento de la Ley N°
29338, Ley de Recursos Hidricos.

Decreto Supremo N° 008-2005-PCM, aprueba el Reglamento de la Ley N° 28245,
Ley Marco del Sistema Nacional de Gestion Ambiental.

Decreto Supremo N° 002-2008-MINAM, aprueba los Estandares Nacionales de
Calidad Ambiental para Agua.

Decreto Supremo N° 023-2009-MINAM, aprueba disposiciones para la
implementacién de los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para Agua.
Resolucién Jefatural N° 202-2010-ANA, aprueba la clasificacion de cuerpos
de aguas superficiales y marino-costeros.

Resolucion Jefatural N° 489-2010-ANA, modifica el Anexo N° 1 de la Resolucion
Jefatural N° 202-2010-ANA referente a la clasificacion de los cuerpos de agua
marino-costeros.

Decreto  Supremo N° 003-2010-MINAM, aprueba los Limites Maximos
Permisibles para los efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales
Domeésticas o0 Municipales.

Decreto Supremo N° 007-2010-AG, declara de interés nacional la proteccion de la
calidad del agua en las fuentes naturales y sus bienes asociados.

Resolucion Jefatural N° 182-2011-ANA, aprueba Protocolo Nacional de
Monitoreo de la Calidad de los Cuerpos Naturales de Agua Superficial.

Resolucién Jefatural N° 274-2010-ANA, dicta medidas para la implementacién del
Programa de Adecuacion de Vertimiento y Relso de Agua Residual — PAVER.
Decreto Supremo N° 014-2011-MINAM, aprueba el Plan Nacional de Accién
Ambiental — PLANAA PERU: 2011-2021.



- Decreto Supremo N° 012-2009-MINAM, aprueba la Politica Nacional del
Ambiente.

- Ley N° 29906, Ley que declara de Utilidad y Necesidad Pablica la Prevencion
y Recuperacion Ambiental Integral del Lago Titicaca y sus Afluentes.

promulgada el 20 de julio del 2012.

A partir del 01 de abril del 2009 entré en vigencia la Ley de Recursos Hidricos (Ley N°
29338); que establece que la Autoridad Nacional del Agua es la responsable de la
proteccién del agua como recurso hidrico. En este sentido, controla, supervisa y fiscaliza el
cumplimiento de las normas de calidad del agua sobre la base de los Estandares Nacionales
de Calidad Ambiental para el Agua (ECA-Agua). Con la aprobacion del D.S. N° 003-
2010-MINAM entraron en vigencia, a partir del 17 de marzo del 2010, los Limites
Méaximos Permisibles (LMP) para efluentes de PTAR (Tabla 1).

Este decreto establece la obligatoriedad de los titulares de las PTAR a realizar el
monitoreo de sus efluentes, considerandose valido Unicamente el monitoreo realizado
conforme al protocolo de monitoreo de la calidad de los efluentes de las plantas de
tratamiento de aguas residuales domésticas o municipales. EI Ministerio de Vivienda,
Construccion y Saneamiento puede disponer asimismo el monitoreo de otros parametros
que no estén regulados en el Decreto Supremo cuando existan indicios razonables de

riesgo a la salud humana o al ambiente.

Tabla 1: Limites maximos permisibles para los efluentes PTAR vertidos a cuerpos de
agua

Parametro Unidad LPM de efluentes
Aceites y grasas mg/L 20
Coliformes termotolerantes NMP/100ml 10 000
Demanda bioquimica de oxigeno mg/L 100
Demanda quimica de oxigeno mg/L 200
pH Unidades 6.5-8.6
Solidos totales en suspension mL/L 150
Temperatura °C <35

FUENTE: MINAM (2010)



En la Tabla 1, se muestran los parametros que las EPS deben monitorear en los efluentes
de manera mensual, sin embargo no se consideran LMPs para otros compuestos de

naturaleza toxica para el ecosistema.

2.2 PROBLEMATICA DEL AGUA RESIDUAL EN PUNO

Las fuentes contaminantes puntuales de la Region de Puno en su mayoria corresponden a
poblados que carecen de un optimo sistema de tratamiento o evacuan sus aguas residuales
sin tratamiento a los cuerpos de agua, casos como el de las principales ciudades como Puno
y Juliaca, en las que los problemas de contaminacion estdn relacionados con las
deficiencias, disefio y capacidad de los sistemas de tratamiento; resultando en la
disposicion de cantidades notables de contaminantes al medio ambiente (PNUMA, 2011).

Para el afio 2011, se evaluaron los sistemas de tratamiento de 34 poblaciones con mas de
1000 habitantes, ubicadas en la cuenca del lago Titicaca (parte peruana); donde 26 de las
34 poblaciones cuentan con sistemas de tratamiento (lagunas de oxidacion en su gran
mayoria). Las poblaciones de Ajoyani, Asillo, Ayaviri y Desaguadero no las utilizan,
sumandose al resto de los centros urbanos que evaclUan sus aguas residuales en forma
directa a los cuerpos receptores. Solamente 6 de los 34 sistemas de tratamiento cumplen
con las regulaciones y procedimientos operacionales basicos y disposicion final de las
aguas residuales, que incluyen la limpieza de los componentes y mantenimiento del
sistema (MINAM, 2013).

La caracterizacion y monitoreo de aguas residuales solo se desarrollan en las poblaciones
de Puno y Juliaca a cargo de sus respectivas empresas prestadoras de servicios (EMSA
Puno y SEDA Juliaca). La contribucion de carga organica de Juliaca y Puno acumulan un
64.13% de la carga organica total generada hacia el ecosistema del Lago Titicaca. Los
efluentes de los sistemas de tratamiento de aguas residuales de Puno y Juliaca superan los
limites maximos permisibles para efluentes (MINAM, 2013).

Segun estudios del PNUMA (2011) en la region Puno existen mas de 20 lagunas de
estabilizacion en diferentes ciudades. Estas presentan problemas: unas estan colapsadas y
otras presentan serias deficiencias de funcionamiento por recibir cargas por encima de los

caudales de disefio y falta de programas de mantenimiento.



A nivel de la regidén Puno existen 05 Empresas Prestadoras de Servicios de Saneamiento:
EMSA Puno S.A., SEDA Juliaca S.A., EMAPAY SRL, EPS NORPUNO S.A. y EPS
Aguas del Altiplano SRL, para una poblacion de 1°415,608 habitantes distribuidos en 13
provincias, siendo su cobertura de agua potable 59.6% y alcantarillado 37.9% (IPE, 2015).

El departamento de Puno, pertenece a la cuenca del Lago Titicaca, que se encuentra
ubicada en la parte central y meridional de la meseta de Collao, en el altiplano del Per( y
Bolivia, nace en la separacion de las cadenas montafiosas de los Andes al Sur Este del
Per. Este lago se alimenta de las precipitaciones pluviales, ubicadas en las zonas mas altas
de las cordilleras y manantiales subterraneas, cuya calidad de aguas es 6ptimo para
diversos tipos de usos que caen en gran parte del territorio peruano y que discurren en
forma de cursos de agua desde la Cordillera de los Andes, y van a alimentar al espejo de
agua que tiene una extensién aproximada de 8 400 Km? de los cuales 4 966 Km?,

aproximadamente pertenecen al Perd (PNUMA, 2011).

La bahia interior de Puno, situada a 3810 m.s.n.m, con 14 km? de 4rea aproximada presenta
concentraciones de demanda bioquimica de oxigeno, coliformes totales y coliformes
termotolerantes que evidencian que esta zona del lago se encuentran muy por encima de
los pardmetros permisibles, especialmente por descargas provenientes de la ciudad de Puno
con 141 064 habitantes, identificAndose una fuente de contaminacion permanente y
procesos de contaminacion en las zonas litorales del lago Titicaca, que pone en riesgo la
estabilidad del ecosistema (MINAM, 2013).

2.3 LAGUNAS DE ESTABILIZACION

Las lagunas de estabilizacion son tanques de baja profundidad construidos en tierra, donde
las aguas residuales son tratadas por procesos naturales que involucran la participacion de
algas y bacterias. Los sistemas de tratamiento de agua residual tienen tres objetivos
principales: a) la eliminacién de coliformes fecales; b) la remocion de la materia organica,
también llamada demanda bioquimica de oxigeno (DBO), y ¢) disminucion de nutrientes:
nitrégeno y fosforo. La eficiencia de remocion de la materia orgénica tiene como limites
de temperatura superior e inferior de 37 y 4 grados; es decir, fuera de este rango, la

actividad de las algas que producen oxigeno decrece de sobre manera (Cortez, 2015).



Las lagunas de estabilizacion pueden tratar aguas residuales a un alto nivel, tanto en la
remocion de patdgenos como en la de compuestos organicos, requiriendo minimos
recursos para su disefio, construccion, operacion y mantenimiento. Con apropiado disefio y
operacion tienen la mejor eficiencia en la remocion de virus, bacterias, y especialmente

huevos de helmintos y quistes de protozoarios.

Las lagunas de estabilizacion son los sistemas de tratamiento mas sencillos de disefar,
construir, operar y mantener. Siendo la excavacion la actividad principal en la
construccion, asi mismo la construccion de obras civiles es minima: requiriendo solamente
estructuras de ingresos, interconexiones, salidas y el revestimiento de los taludes interiores.
La operacion y mantenimiento consisten en tareas de rutina como el corte de vegetacion
en la orilla y en el dique, remocién de natas y sélidos flotantes, la medicion diaria del

caudal, y el monitoreo periodico del afluente y efluente (Oakley, 2011).

Las lagunas de estabilizacién tienen un largo tiempo de retencidn hidraulica medido en
dias; estas lagunas ademas tienen mucha mas resiliencia a cargas organicas e hidraulicas
altas, y a concentraciones altas de compuestos tdxicos. La principal desventaja de las
lagunas de estabilizacion es el &rea requerida. Como una regla préctica, en los climas de
América Central o en climas tropicales-subtropicales, se puede estimar que se necesitaria
entre 2.0 y 2.5 hectareas minimas de lagunas para servir a una poblacion de 10,000
habitantes (Oakley, 2011).

Rolim (2000) clasifica las lagunas de estabilizacion en: anaerobias, facultativas y de

maduracion o pulimiento.

- Anaerobias.- Las bacterias presentes no requieren oxigeno disuelto necesario para
la descomposicion de la materia organica; el proceso se conoce como digestion
anaerdbica y depende en gran medida del tiempo de retencion hidraulico. El
tratamiento se realiza sin oxigeno disuelto y la profundidad recomendada para este

tipo de lagunas es de 2.5 a 5m.

- Facultativas.- Presenta condiciones anaerobias en la parte inferior, una zona
facultativa intermedia, y una capa aerobia en la parte superior. El tratamiento del

agua residual es mas complejo. Influyen factores importantes en el proceso:



radiacion solar, sedimentacion, potencial de hidrégeno elevado, altas

concentraciones de oxigeno disuelto y tiempo de retencién hidraulico entre otras.

La profundidad que se recomienda para este tipo de lagunas es de 1.5 a2 m. La
existencia de nutrientes en el agua residual, por ejemplo: nitrégeno, fosforo y
carbono favorecen el desarrollo de algas; éstas producen oxigeno disuelto a través
de la fotosintesis. El oxigeno es utilizado por las bacterias aerobias para realizar la
oxidacion de la materia organica. Luego, las bacterias producen gas carbonico,
mismo que es utilizado por las algas. Existe pues una relacion simbiotica entre

bacterias y algas.

- Maduracion o pulimiento.- La principal funcion eliminacién de los organismos
patdgenos. El tratamiento se lleva a cabo en condiciones aerdbicas. La profundidad
que se considera en el disefio es de 0.90 a 1.5 m.

2.3.1 LAGUNA DE ESTABILIZACION EL ESPINAR

La laguna el Espinar, con 2 unidades (laguna primaria y secundaria) fue construida en el
afio 1972, en é&reas inundables en el extremo sur de la ciudad de Puno, entre la Isla El
Espinar y el barrio Chanu Chanu frente al cuartel Manco Cépac a una altura de 3810
m.s.n.m. La referida laguna limita por el oeste con la Isla EI Espinar, por el norte y el sur
con la bahia interior de Puno. Al inicio de la puesta en marcha en el afio 1972, la laguna
de El Espinar trataba entre el 40 a 45% de las aguas servidas de la ciudad de Puno (EMSA
Puno, 2011).

La laguna estuvo operativa hasta el afio 1985. Posteriormente quedo inhabilitada a causa de
la inundacion por las lluvias que incrementaron el nivel del lago Titicaca. El afio 1995 se
rehabilito la antigua planta de Espinar ampliando su capacidad de tratamiento hasta cubrir
el 70 por ciento del total de las aguas servidas producidas por la ciudad de Puno (EMSA
Puno, 2011).
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Figura 1: Lagunas primaria y secundaria El Espinar

FUENTE: Elaboracion propia (2015)

Ambas unidades, laguna primaria y secundaria, estan separadas por un dique de 5.50
metros de ancho en la coronacion (Figura 1). Asi mismo, cuentan con las siguientes

estructuras:

Estructura de llegada - camara de rejas

- Desarenador

- Medidor Parsshall

- Estructuras de ingreso a laguna primaria

- Laguna primaria

- Estructuras de interconexion entre lagunas
- Laguna secundaria

- Estructuras de salida, recoleccion y disposicion final

a) Céamara de rejas

Las aguas servidas llegan a la planta de tratamiento por medio de una tuberia de concreto
reforzado de 900 mm de diametro. En la parte final del emisor se cuenta con una cadmara de
rejas ubicada sobre el dique de acceso a la laguna primaria. Esta camara de rejas consta de
dos canales, el canal principal fue construido sobre la tuberia de 900 mm de didmetro, por
lo que su ancho neto tiene esta misma dimension, aunque en la parte superior es de 1.20 m.
La profundidad es de 1.10 m y tiene un largo de 6.85 m de largo. El canal aliviadero (by

pass) es de 1.20 m de ancho y trabaja cuando la pérdida de carga inducida por la reja es
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muy elevada. A su vez, la criba de la cdmara de rejas ha sido fabricada de varillas
metalicas rectangulares de 6 x 6 x 25 mm y espaciados 25 mm entre elementos. La reja
hace un angulo de 60 grados con respecto a la horizontal y es limpiado por medio de un
rastrillo y los desechos son descargados a un envase plastico para su disposicion final.

Todo este conjunto se encuentra encerrado en un ambiente sin techo de 4.17 x 8.35 m.

b) Desarenador

El desarenador se implementd en el afio 2010. Consta de 02 unidades con la finalidad
de facilitar la operacion y mantenimiento. La limpieza es manual, de flujo horizontal y
gravedad de concreto armado con las caracteristicas geométricas siguientes:

Largo: 19.30 m.

Ancho: 1.25 m.

Altura inferior: 2.09m,

Altura superior: 3.15 m.

Forma, alargada y seccion rectangular

Cada ingreso y salida cuenta con compuerta metalica tipo tarjeta accionado por manubrio.

¢) Medidor Parshall
Se implementd en el afio 2010, con 02 unidades de medidor de régimen critico tipo
parshall de concreto armado de las siguientes caracteristicas geométricas, largo 3.04 m, W
0.63 m, altura 1.34m.

d) Estructura de ingreso a laguna primaria

La cdmara de rejas descarga sus aguas a una tuberia de 900 mm de didmetro en donde se
tiene siete derivaciones de 300 mm de diametro que descargan sobre el espejo de agua de
la laguna primaria. En la zona de descarga, como consecuencia de la disminucion de la
velocidad de escurrimiento se han formado monticulos de material sedimentable.
Adicionalmente, por deficiencias en el sistema de distribucion, el caudal de entrada no se
reparte uniformemente trabajando solamente las tres primeras estructuras lo que conduce a

la creacion de areas muertas dentro de la laguna de estabilizacion.

e) Laguna primaria
Ubicada en una cota promedio de 3 810.80 msnm tiene un area de 13.4 Has, con una

profundidad promedio de 2.40 m dando un volumen Util de 303 050.21 m°.
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El periodo de retencion promedio es de 18.08 dias en época seca, disminuyendo

considerablemente en época de lluvia.

El 2011 se instalaron 16 aereadores tipo jet del tipo aspirante de eje inclinado con una
potencia de 2 HP cada uno de ellos y montados sobre pontones para su flotacion y 02
sopladores con una linea de 30 difusores de 25 HP, a fin de mejorar su funcionamiento.

Segun el Plan Maestro Optimizado (PMO) 2012-2042, La capacidad de tratamiento de la
laguna primaria (evaluada hasta el 2012), a una temperatura del agua residual de 12.30 °C,
fue de 53% de remocion de carga orgéanica, siendo la carga organica de ingreso 398.50
mg/L DBOs vy la de salida 210.50 mg/L DBOs.

La concentracién de coliformes fue de 1 x 10" NMP/ 100 mL al ingreso y de 7.67 x 10°
NMP/ 100 mL en la salida de la laguna primaria. La remocion de coliformes

termotolerantes se estimo en 2 ciclos logaritmicos.

f) Estructuras de interconexion entre laguna primaria y secundaria

Las estructuras de interconexion estan conformadas por seis modulos equipados cada uno
con un vertedero rectangular y una pantalla que permite retener el material flotante y el
adecuado transvase de las aguas servidas tratadas a la laguna secundaria. El diametro de
las tuberias de interconexion es de 250 mm. La diferencia de cotas entre la laguna primaria
y secundaria es minima pero a pesar de ello, permite el flujo de la masa de agua de la

laguna primaria hacia la secundaria (Figura 3).

g) Laguna secundaria
Tiene un &rea de 7.90 Has., con una profundidad promedio de 2 m y un volumen Util de
118 350 m*® y para el caudal de ingreso de 168 Ips.

La laguna secundaria cuenta con tres estructuras de salida con vertedero rectangular
y pantalla. Estas estructuras descargan a una tuberia de recoleccion de 800 mm de didmetro
que la conduce hasta el extremo sur de la isla Espinar para su disposicion final en la bahia
interior de Puno. (EMSA PUNO, 2011).
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El periodo de retencion promedio es de 12.40 dias en época seca, disminuyendo
considerablemente en época de Iluvia como consecuencia de la alta precipitacion, se

incrementan los caudales es asi que ambas lagunas llegan a colmatarse.

Segun el Plan Maestro Optimizado (PMO) 2012-2042, La capacidad de tratamiento de la
laguna secundaria (evaluada hasta el 2012), a una temperatura del agua residual de
12.30°C, fue de 62 % de remocion de carga organica, siendo la carga organica de ingreso
210.50 mg/L DBOs Y la de salida 80.00 mg/L DBOs.

La concentracion de coliformes fue de 7.67 x 10° NMP/ 100 mL al ingreso y de 7.82 x 10*
NMP/ 100 mL en la salida de la laguna primaria. La remocion de coliformes

termotolerantes se estimo en 1 ciclo logaritmico.

En el afio 2009 se realiz6 la limpieza de la laguna secundaria, haciendo dragado y

remocion del lodo con el fin de mejorar la eficiencia de tratamiento bioldgico.

Debido a que el tiempo de retencion en la primera laguna es de £18 dias y en la segunda
laguna es de * 13 dias cuya variacién depende de la época del afio; estd demostrado que
el agua residual no varia mas del 10% de la toxicidad durante un periodo de 24 h (EPA,
2002).

h) Estructuras de salida, recoleccion y disposicién final

La laguna secundaria cuenta con tres estructuras de salida de caracteristicas similares a las
estructuras de interconexion es decir con vertedero rectangular y pantalla. Estas estructuras
descargan a un emisario constituido por una tuberia de recoleccion de 800 mm de diametro
que la conduce hasta el extremo sur de la isla Espinar para su disposicion final en la bahia

interior de Puno.

14



Efluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar

Figura 2:
FUENTE: Elaboracién propia (2015)
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Figura 3: Croquis de la laguna de estabilizacion El Espinar

FUENTE: EMSA (2015)
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2.4 TOXICIDAD

Se define toxicidad como los efectos adversos que causan en un organismo los
contaminantes, generalmente un veneno o la mezcla de venenos. La toxicidad es el
resultante de la concentracion y del tiempo de exposicion, modificado por variables como
la temperatura, formas quimicas y disponibilidad (APHA, 1992).

A nivel mundial el rapido aumento de la contaminacion de origen industrial, municipal y
agricola es una importante amenaza para los habitats acuaticos naturales, depositos de agua
para fines recreativos y suministros de agua potable. La multitud de toxinas organicas e
inorganicas no pueden ser ampliamente monitoreadas por el andlisis quimico. Como
consecuencia de ello se han desarrollado una serie de bioensayos para evaluar los
ecosistemas acuaticos mediante analisis de las respuestas bioquimicas y de
comportamiento de los organismos como instrumentos de alerta temprana para detectar

sustancias toxicas potenciales en el agua (Hader et al., 2015).

En la evaluacion de la contaminacion del agua los estudios de toxicidad son necesarios, ya
que las pruebas fisicas y quimicas no resultan suficientes para la valoracion de los

potenciales efectos sobre la vida acuética (Tarzwell, 1971).

Es importante saber qué clase de impacto puede tener un efluente en un ecosistema
receptor y los organismos asociados. Para evitar simulaciones extensas del laboratorio,
algunos procedimientos estandarizados se han disefiado para probar los efectos toxicos de
compuestos o de efluentes quimicos en organismos acuaticos seleccionados. Tales pruebas
pueden también ser provechosas en la determinacion de la toxicidad del agua de un cuerpo
del agua, por ejemplo, siguiendo una descarga accidental de la contaminacién (Persoone et
al., 2009).

Los analisis quimicos son caros, requieren tiempo y a menudo no logran detectar toxinas
debido a la gran cantidad de materiales potencialmente toxicos; asi mismo se puede
subestimar la toxicidad de las mezclas de productos quimicos que podrian actuar
sinérgicamente. Ademas, los limites superiores de los contaminantes en los ecosistemas
acuaticos varian entre lugares y condiciones climaticas y no siempre son representativas de

la amenaza potencial para la biota (Hader et al., 2015).

16



2.4.1 TOXICIDAD CRONICA

Es causada por las dosis muy bajas de un compuesto o de un efluente toxico sobre un
periodo de tiempo largo y puede ser mortal o sub-letal (no suficiente para causar la
muerte). Los efectos sub-letales pueden ocurrir en el nivel bioquimico, fisiologico o del
comportamiento, incluyendo mutagenicidad y genotoxicidad e interferencia con el ciclo
vital normal de un organismo. Hay actualmente gran interés en los métodos para detectar
toxicidad sub-letal como medios de la deteccion temprana para el dafio ambiental (Nufiez
et al., 2005).

Estos bioensayos por lo general comprenden los periodos de gestacion para hembras y de
espermatogénesis para machos, asi como tiempos pertinentes para evaluar el crecimiento

individual o el aumento en biomasa de las poblaciones de organismos (Barile, 2008).

2.4.2 TOXICIDAD AGUDA

Es causada generalmente por la exposicion a una dosis grande de un compuesto tdxico por
un periodo de tiempo corto. Un efecto rapido se produce en los organismos, generalmente
muerte, y esto se puede utilizar para determinar la concentracién mortal de un excedente
del compuesto o del efluente al periodo del tiempo dado. (Nufiez y Hurtado, 2005). Para
controles de rutina de requisitos de descarga de vertidos permitidos se utilizan las pruebas
de corta duracién (APHA, 1992).

Las pruebas de muestras y de compuestos para la toxicidad bajo condiciones controladas
del laboratorio son ampliamente utilizadas para la supervision y el control de la
contaminacion. Las pruebas realizadas usando los efluentes indican un nivel referencial de

lo dafiino del efluente (Persoone et.al. 2009).

El tipo de prueba y la especie usada se deben elegir de acuerdo a la realidad de la zona a
evaluar. Dependiendo del nivel de la informacion requerido para cualquier sustancia
dafina, sintética, diversos acercamientos se pueden aplicar, por ejemplo: estudios de los
efectos toxicos de agentes contaminadores en organismos especificos, estudios de los
efectos toxicos de agentes contaminadores en poblaciones y biocenosis, el establecimiento

de limites maximos permisibles de contaminantes (Persoone et al., 2009).
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El desarrollo cientifico y técnico de la prueba de la toxicidad es muy amplio,
particularmente a pruebas que usan a organismos sensibles. Los ejemplos incluyen pruebas
en los primeros ciclos de la vida con los peces y crustaceos (Tyagi et al., 2007). Las
pruebas de toxicidad son Utiles para numerosos propoésitos que incluyen toxicidad de los

desechos sobre una determinada especie (APHA, 1992).

Las pruebas de toxicidad utilizan generalmente organismos vivos porque no se sabe como,
y en qué parte del organismo puede actuar el contaminante. El uso de cultivos o de tejidos
en evaluaciones de toxicos no representa los efectos observados para el ambiente. Las
sustancias que pueden afectar las células o los tejidos pueden nunca tener consecuencias
significativas para el medio ambiente debido a que no penetran las barreras protectoras de

los organismos vivos (Hader et al., 2015).

Ademaés los tipos particulares de células se pueden afectar solamente por compuestos
especificos. EI uso de organismos vivos asegura de que todos los efectos potenciales sobre
el organismo puedan ser detectados y la prueba tenga una significacion adecuada. Por lo
tanto, para las aguas o los efluentes que contienen una mezcla de compuestos de la
concentracion desconocida, los bioensayos con organismos vivos son los mas adecuados
(Tyagi et al. 2007).

La toxicidad aguda es manifiesta por un efecto severo (a menudo muerte) sobre el
organismo dentro de un corto plazo de exposicion. Todos los contaminantes son capaces
de ser tdxicos, dependiendo de su concentracion, el organismo expuesto y de las
condiciones ambientales de la exposicion. En muchos casos, las concentraciones de las
sustancias mas bajas que el limite permisible pueden tener un efecto inhibidor en la
capacidad reproductiva de un organismo o en el caso de cladoceros se evalia la

inmovilizacion (Persoone et al., 2009).

a. Concentracion Letal Media (CLs)

Concentracion de toxico que produce la muerte del organismo, generalmente conocida
como la concentracion letal de la mediana (50 por 100) es decir la concentracion que mata
al 50% de los seres expuestos durante un tiempo de exposicion especifico (APHA, 1992).
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El nivel de estimulo que causa una respuesta en el 50% de los individuos de una poblacién
bajo estudio es un importante pardmetro de caracterizacion denotado como CLso por
concentracion letal media. El periodo de tiempo durante el cual se expone el estimulo debe
ser especificado, por ejemplo, 24 horas DLsg (dosis letal media en 24h), esto con el fin

comparar y estimar la potencia relativa del estimulo (Tyagi et al., 2007).

La determinacion de la CLsg, se utiliza para encontrar umbrales de toxicidad para
determinadas sustancias o sustancias complejas como es el caso del agua residual,

consideradas como mezclas ambientales (Nufiez et al., 2005).

2.5 ENSAYOS TOXICOLOGICOS

Los ensayos de toxicidad son los ensayos empleados para reconocer y evaluar los efectos
de los contaminantes sobre la biota. En los bioensayos se usa un tejido vivo, organismo, o
grupo de organismos, como reactivo para evaluar los efectos de cualquier sustancia
fisiologicamente activa, bajo condiciones experimentales especificas y controladas estos
efectos pueden ser tanto de inhibiciébn como de magnificacion, evaluados por la relacién
de los organismos, tales como muerte, crecimiento, proliferacion, multiplicacion, cambios

morfologicos, fisioldgicos o histoldgicos (Hader et al., 2015).

En los ultimos 30 afios, en condiciones de laboratorio, se han utilizado ensayos de
toxicidad con organismos de aguas continentales, estuarinas y marinas, con el objeto
de evaluar y reconocer los efectos de xenobidticos sobre la biota acuatica (Hader et al.,
2015).

2.5.1 TIPOS DE BIOENSAYO SEGUN SU TECNICA

- Ensayos Estaticos: estos consisten en colocar cAmaras de prueba o montajes de las
soluciones que se vayan a utilizar en el ensayo y los organismos que se van a
examinar. En estos ensayos, las soluciones siempre son las mismas.

- Ensayos semi-estaticos: en ellos se renueva periddicamente el medio de
ensayo (ejemplo: una vez cada 24 horas).

- Ensayos de flujo continuo: en los que existe una renovacion continua del medio de

ensayo.
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- Ensayos de reproduccion: el periodo de exposicion cubre al menos tres
generaciones de los organismos de prueba. Permiten evaluar el
comportamiento reproductivo como consecuencia de la exposicion al toxico.

- Ensayos de recuperacion: en los que el periodo de exposicion es seguido por la
transferencia y observacion de los organismos de prueba en un medio no

toxico (Lbpez, 2009).

2.6 BIOENSAYOS CON Lactuca sativa L.

La lechuga o Lactuca sativa L. es una planta con raiz pivotante y ramificada de unos 25
cm (Figura 4). El crecimiento se desarrolla en roseta; las hojas se disponen alrededor de un
tallo central, corto y cilindrico que gradualmente se va alargando para producir las
inflorescencias, formadas por capitulos de color amarillo reunidos en corimbos. Segun las
variedades los bordes de las hojas pueden ser lisos, ondulados o aserrados. Las semillas

estan provistas de un vilano plumoso.

— Hipocotilo

-
: Radicula

o_ Semilla

Figura 4: Morfologia de la semilla y la plantula de Lactuca sativa L
FUENTE: Sobrero y Ronco (2004)

Se emplea Lactuca sativa L. como organismo de prueba para caracterizar el impacto de
efluentes sobre el nivel tréfico de las macrofitas y otras plantas tanto terrestres como
acuaticas para complementar los andlisis ambientales ya que los resultados se basan en la
sensibilidad de las plantas cuando se exponen a muestras de suelo o sedimento, agua
(aguas superficiales, aguas subterraneas, aguas para consumo humano, aguas residuales

domeésticas e industriales) (Plaza et al. 2005).
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Si bien Lactuca sativa L. no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos
(Sobrero et al., 2010), ni una especie nativa del ecosistema en estudio, los resultados
proporcionaran datos sobre el posible efecto del efluente de la laguna de estabilizacién
sobre las comunidades vegetales cercanas a las margenes de la bahia interior del lago
Titicaca. Las prueba estatica de toxicidad aguda tiene 120 h de exposicion del organismo
(Lactuca sativa L), donde se evalla los efectos toxicoldgicos de mezclas complejas (agua

residual) en el proceso de germinacion de las semillas de lechuga.

En los bioensayos se suele determinar la inhibicion de la germinacion y en la elongacion
de la raiz y el hipocotito de la planta, ya que estos Ultimos constituyen indicadores
representativos para determinar la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta;
esto 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 hipocotito
(Sobrero et al., 2010).

La clasificacion taxondmica de la Lactuca sativa L.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Cichorioideae

Tribu: Lactuceae

Género: Lactuca

Especie: Lactuca sativa L.
Fuente: Rodriguez de Moraes (2014)

2.7 BIOENSAYOS CON Daphnia pulex

La pulga de agua o Daphnia pulex es un pequefio crustaceo cladocero (Figura 5).
Vive en lagos y lagunas alimentandose principalmente de algas, es un organismo
planctonico altamente sensible y sirviendo, a su vez, de alimento a los peces, asi que una

alteracion en el ecosistema o un efecto en ellos afectara los demés eslabones de la cadena
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trofica. Es un componente importante de las comunidades acuéticas y es sensible a un
amplio rango de contaminantes. Su uso se encuentra estandarizado en numerosos
protocolos y recomendado en las normas legislativas europeas y espafiolas, para la

evaluacion eco-toxicologia de vertidos y residuos industriales y urbanos.

Daphnia pulex es el organismo ideal debido a que para estudiar los efectos de efluentes
sobre los cuerpos de agua es preciso seleccionar especies representativas del area de
desembocadura, especialmente especies cultivables en el laboratorio y cuyos métodos de

evaluacion hayan sido estandarizados (APHA, 1992).

La clasificacién taxonomica de Daphnia Pulex:
Reino Animalia
Filo Arthropoda

Subfilo Crustacea
Clase Branchiopoda
Subclase Phyllopoda
Orden Diplostraca
Suborden Cladocera
Familia Daphniidae
Género Daphnia
Especie D. pulex
Fuente: Muller (1785)
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Figura 5: Hembra gravida de Daphnia pulex

FUENTE: Elaboracién propia (2015)

2.8 INDICE DE EFECTO TOXICOLOGICO POTENCIAL (IETP)

El IETP fue desarrollado por Blaise y Férard. El indice permite la evaluacion y
comparacion de la toxicidad potencial de los efluentes de aguas residuales como un Unico

valor numérico que integra tanto el potencial toxico y su flujo (Cahua et al., 2014).

La estimacion de las Unidades de Toxicidad (UT) para evaluar la toxicidad del vertido

del efluente de la PTAR Puno, se corresponde con la siguiente férmula:

UT = 100/(CLso)
Donde el valor de CLsy estd expresado como porcentaje del efluente en agua de dilucion.
La UT definida para:
UTa = Unidad de Toxicidad aguda

El célculo de la carga toxica, en la que se considera, el caudal del efluente, se corresponde

con la siguiente férmula:
Carga Toxica (UT) = (100/CLsp) Q
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Donde:

CLso: Concentracion letal media (concentracion del efluente que produjo la mortalidad
del 50% de los organismos expuestos en un periodo de 48 horas).

Q: Caudal promedio del efluente (m*/dfa)

CT: Carga Todxica, expresada en unidades toxicas.

Se expresa el Nivel de Incidencia Toxicolégico (Tabla 2) basado en Unidades de

Toxicidad.

Tabla 2: Clasificacion de la incidencia de las unidades toxicas

Nivel de Incidencia Unidades Toxicas

No toxico <1
Levemente toxico 1-1.3
Moderadamente toxico 1.3-2

Toxico 2-4

Muy téxico >4

FUENTE: Ramirez (2003)

IETP se calcula con la siguiente formula:
T;
IETP = Log10 [1 + n( E N) Q]

Donde:

n(Q_ T1/N): Impresion toxica

[n(Q_Ti/N)Q]: Carga toxica

n: numero de bioensayos que exhiben la respuesta toxica
Ti: nUmero de UT generada por cada bioensayo

N: numero maximo de respuestas medibles

Q: caudal promedio del efluente (m*/dfa)

Obtenido el valor del IETP se clasifica el efluente segun el Tabla 3.
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Tabla 3: Clasificacion de la carga toxica en funcion del Indice de Efectos Toxicos
Potenciales

Clasificacion de la carga toxica 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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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DE LA ZONA DE ESTUDIO

La Investigacion se llevé a cabo en el Instituto del Mar Peruano, sede Puno. Para el estudio
se recolectdé muestras de agua residual de la laguna de estabilizacién EIl Espinar, la cual se
ubica en el extremo sur de la ciudad de Puno, entre la Isla Espinar y los Barrios de Chanu-
Chanu frente al cuartel Manco Céapac a una altura de 3810 m.s.n.m. en las coordenadas
geograficas Latitud 15°51'6.03"S - Longitud 70° 0'25.05"O (Figura 6).

Figura 6: Ubicacion de la Laguna de Estabilizacion El Espinar

FUENTE: Google Earth (2015)

3.2 DELIMITACION ESPACIAL Y TEMPORAL

El trabajo de investigacion, se llevé a cabo durante los meses de agosto y en noviembre del
2015.

Inicialmente se tomaron muestras de agua residual, que sirvieron para los ensayos previos
(screening test). Luego conjuntamente con el monitoreo de la calidad del
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efluente, realizado por el personal de la empresa EMSA Puno, se recolectd el agua
utilizada en los bioensayos.

Los bioensayos se realizaron en el laboratorio del Instituto del Mar Peruano IMARPE sede
Puno, las pruebas preliminares duraron aproximadamente 3 semanas, tiempo necesario
para hacer la calibracién del experimento y definir las diluciones para cada tratamiento; en
el caso de Daphnia pulex se realizaron ensayos de toxicidad aguda por 48 horas, para el
caso de Lactuca sativa L. se realizaron ensayos de inhibicion del crecimiento de radicula e

hipocatilo por 120h.

3.2.1 TEMPORADAS DE MONITOREO

Para la primera etapa de la investigacion se considerd el mes de agosto del 2015. Agosto
fue de caracteristicas hiumedas con presencia de cobertura de nubes y lluvias frecuentes, la
precipitacion acumulada se encontré ligeramente superior a su promedio historico.
Considerandose que hubo dias muy lluviosos para la temporada (37.00 mm). El nivel de
radiacion solar fue de 390 cal/cm? (SENAMHI, 2015).

Las temperaturas ambientales maximas para el mes agosto estuvieron ligeramente por
encima del promedio histérico. Dichas temperaturas oscilaron entre los 15 y 21°C en
promedio en la mayoria de las estaciones en el altiplano. El promedio de temperaturas
minimas para el mes estuvieron por encima de su promedio normal. La temperatura méas
baja registrada en el mes fue -20.6°C. Durante el mes se present6 un evento de helada entre
los dias 9 al 11 y del 25 al 28 descendiendo las temperaturas minimas (SENAMHI, 2015).

Para la segunda etapa de la investigacion se consider6 el mes de noviembre del 2015, en el
cual se presentaron mayores precipitaciones; cabe resaltar que noviembre fue un mes con
déficit de lluvias, se presentd cobertura de nubes y lluvias frecuentes al centro y norte del
altiplano. Los dias con mayor precipitacion generalizada en el altiplano se centraron entre
el 5 al 12 (40.90 mm). Las temperaturas maximas estuvieron por encima de su promedio
normal oscilando entre los 13 y 29°C. El nivel de radiacion solar fue de 596 cal/cm?
(SENAMHI, 2015).
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Segin ENFEM (2015), la influencia del fenédmeno de El nifio implic6é reduccion de las
lluvias especialmente en la sierra sur. A nivel nacional hubo variabilidad climatica por
influencia del fenébmeno de El nifio generando un comportamiento anormal del clima

reflejado en muchos factores como las precipitaciones.

3.3 MATERIALES Y EQUIPOS

a. Material bioldgico

- Daphnia pulex (neonatos)

- Lactuca sativa L (semillas)

b. Materiales de laboratorio

- Acuarios de 3L de capacidad

- Vaso de precipitado de 2000, 1000 y 600 mL
- Envases de plastico o vidrio (bateria de 20)
- Bidones de 20 litros

- Pipetas volumétricas, peras para pipetas
- Matraz kitasato de 2L

- Platos para pesar reactivos

- Espatulas

- Hieleray hielo/ geles refrigerantes

- Puntas de micropipetas

- Matraz aforado

- Botellas de vidrio boca ancha 1L

- Papel filtro

- Embudo de vidrio

- Placas Petri

- Pinza

- Bolsa pléastica

- Regla

- Papel milimetrado

- Materiales de toma de muestra

- Botellas de plastico de boca ancha de 1L
- Botellas de vidrio de boca ancha de 1L

- Guantes de latex
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- Barbijo
- Botas de agua

- Ropa de campo impermeable

c. Equipos

- Ph-metro modelo 730 marca WTW

- Conductimetro Multiparametro Hanna HI 9828

- Microscopio modelo CX41 marca Olympus

- Balanza analitica modelo ABK-120 marca Digital Precision
- Multiparametro Hanna HI 9828

- Termdmetro de mercurio, con precision de 0,1 °C

- Mechero Bunsen

- GPS marca GARMIN

- Incubadora modelo FOC 225E marca Velp Cientifica

- Estereoscopio modelo EM28TR marca MEIJI Techno
- Refrigeradora modelo EC302NBHW marca Electrolux
- Destilador modelo 10783996J marca GFL

- Bomba al vacio modelo 326629905 marca Vacuubrand

d. Reactivos
Dicromato de potasio K,Cr,07
Sulfato de Zinc ZnSO4

3.4 PUNTOS DE MUESTREO

Los puntos de muestreo fueron establecidos segun el protocolo de monitoreo de efluentes.
Para las evaluaciones en agosto del 2015, se consideraron 3 puntos de muestreo (Tabla 4);
para conocer la toxicidad del afluente (agua sin tratar) denominado PM1 (Figura 8);
efluente tratado denominado PM2 (Figura 9), asi mismo se considerd un tercer punto de
muestreo para evaluar el efluente a 50 m del emisario (en el cuerpo receptor) denominado
PM3 (Figura 10).
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Se realizaron 3 muestreos durante el mes de agosto, el muestreo final se realiz6 el 31 de
agosto a horas 12:30 pm.

Para las evaluaciones en noviembre del 2015, solo se tomaron muestras en 2 puntos de
muestreo debido a que en las evaluaciones de agosto, correspondientes al punto 3 (ubicado
a 50 metros de emisario) era una zona de mezcla en la que se da una dilucién completa del
efluente; por lo tanto los ensayos realizados con diluciones a partir de esa muestra no
tuvieron respuesta de mortalidad para el caso de Daphnia pulex, ni respuesta de inhibicion

de crecimiento de radicula o hipocétilo para el caso de Lactuca sativa L.

Se realizaron 3 muestreos durante el mes de noviembre, el muestreo final se realizé el dia

27 de noviembre a horas 11:15am.

3.5 TOMA DE MUESTRAS DE AGUA, PRESERVACION, ETIQUETADO,
ROTULADO Y TRANSPORTE

La recoleccion de las muestras ambientales se realizd en recipientes plasticos de cuatro
litros (4) de capacidad, que previamente fueron etiquetados y rotulados con plumon de
tinta indeleble y cubiertos con cinta adhesiva. Asi mismo las muestras fueron tomadas de
acuerdo al protocolo de monitoreo de la calidad de los efluentes de las plantas de
tratamiento de aguas residuales domésticas o municipales. Una vez tomadas las muestras,
se transportaron en cajas de almacenamiento térmicas hacia el laboratorio del Instituto del
Mar Peruano (IMARPE) sede Puno, donde se conservaron en una refrigeradora modelo
EC302NBHW marca Electrolux a +4° C.

Tabla 4: Ubicacion de Puntos de Muestreo

Agosto  Noviembre Longitud Latitud Caracteristica
PM1 PM1 70° 00’ 24.7°0 15°51°04.3”S  Agua cruda- Afluente
PM2 PM2 69°59°54.070 15°51°09.8” S Efluente (emisario)
PM3 - 69°59°51.6”0 15°51°10.5”S A 50 metros del emisario

FUENTE: Elaboracion propia (2015).
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Figura 7: Ubicacion de los puntos de muestreo

Fuente: Elaboracién propia (2016)

Figura 8: Punto de muestreo 1 (PM1)
FUENTE: Elaboracion propia (2015)
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Figura 9: Punto de muestreo 2 (PM2)

FUENTE: Elaboracién propia (2015)

Figura 10: Punto de muestreo 3 (PM3)

FUENTE: Elaboracion propia (2015)
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3.6 CARACTERIZACION DEL PUNTO DE MUESTREO

Los puntos de muestreo cumplieron con las siguientes caracteristicas:

- Permitieron que la muestra sea representativa del flujo.

- ElI PM1 estuvo localizado en un punto donde existié una mejor mezcla y estuvo
ubicado cerca al punto del aforo.

- El PM2 estuvo ubicado en el emisario, de acceso facil y seguro, evitando
caminos empinados, rocosos, vegetacion densa y fangos.

- ElI PM3 estuvo ubicado en el cuerpo receptor, a 50 metros del emisario, en el area
que corresponde a la bahia interior del Lago Titicaca, el acceso fue en bote
motorizado (Figura 7).

3.7 PARAMETROS DE CALIDAD DEL AGUA RESIDUAL

Los parametros sujetos al muestreo de los efluentes de la PTAR fueron los establecidos en
el D.S. N°003-2010 que fija los limites maximos permisibles para efluentes de PTAR
vertidos a cuerpos de agua. Se tomaron los resultados de los monitoreos mensuales que
realiza la empresa EMSA Puno correspondientes a los meses de agosto y noviembre del
afio 2015.

La toma de muestras para las evaluaciones toxicoldgicas se realizé el mismo dia en que se

realizaron los monitoreos mensuales de la empresa EMSA Puno.

Donde evaluaron los parametros fisico-quimicos como: La demanda bioquimica de
oxigeno (DBOs), demanda quimica de oxigeno (DQO), pH, temperatura, conductibilidad
eléctrica, salinidad, sélidos suspendidos totales (SST), sélidos totales disueltos (TDS),
oxigeno disuelto (OD), nitritos, nitratos, nitrégeno amoniacal, nitrogeno total, fésforo
como ortofosfato, fésforo total. Asi también realizaron ensayos microbioldgicos,

evaluando: coliformes totales y coliformes termotolerantes (Anexo 111-C).

3.8 REALIZACION DE LAS PRUEBAS TOXICOLOGICAS

Para realizar los bioensayos se siguid los lineamientos de la USEPA (2002): asi como la
guia de Castillo (2004).
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3.8.1 BIOENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA CON Lactuca sativa L.

a. Organismo de prueba

Se adquirieron las semillas de Lactuca sativa L. del Centro de investigacion de Hidroponia
y Nutricion Mineral de la Universidad Nacional Agraria la Molina; libres de fungicidas o
plaguicidas. Las semillas seleccionadas se almacenaron cerradas herméticamente, en

oscuridad y en un ambiente seco.

b. Control del organismo de prueba

Para establecer si los individuos del cultivo tenian las condiciones fisiologicas optimas
para el desarrollo de pruebas de toxicidad, fue necesario hacer un seguimiento de la
sensibilidad de las semillas de lechuga, empleando toxicos de referencia, el control de estas

caracteristicas permitio respaldar la aceptabilidad de las siguientes pruebas.

- Prueba de sensibilidad

Se realizaron pruebas de sensibilidad con el toxico de referencia Sulfato de Zinc (ZnSO,),
a diferentes concentraciones en el rango de 0.001 -10 mg/L, se evaluo la sensibilidad de

las semillas simultdneamente a las pruebas preliminares.

c. Pruebas preliminares (Screening test)

- Agua de dilucién
Se empleo agua destilada para el tratamiento control asi como para hacer las diluciones

para cada tratamiento (Gonzales, 2012).

- Preparacion de las diluciones

Inicialmente se prepararon 6 diluciones de cada muestra con un factor de dilucion de 0.5
para obtener valores de toxicidad intermedios entre el 100 y O por ciento (Figura 10).

Posteriormente se prepararon otras diluciones en base al primer screening test (Anexo II).
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Antes de los bioensayos, se verifico el pH, el oxigeno disuelto y la temperatura. EI pH,
tanto del agua de dilucién como el de los tratamientos, permanecié en un rango entre 6.3
y 7,9 unidades. El oxigeno vario de 0.0 a 6.8 mg/L y la temperatura vario de 15.6 y 18.6
°C. Los resultados se muestran en el ANEXO III.

Figura 11: Preparacion de las diluciones para los ensayos
FUENTE: Elaboracién propia (2015)

d. Prueba definitiva
- Disefio de la prueba

Se utiliz6 el disefio completamente al azar (DCA), cada muestra (X) tuvo seis
concentraciones, la variable de respuesta fue la inhibicion del crecimiento de la radicula e
hipocotilo (YY), el nimero de repeticiones por tratamiento fue de 5, haciendo un total de 30
unidades experimentales, ademéas del control negativo sin adicion de sustancia toxica

alguna, el modelo lineal aditivo fue el siguiente:
Yij = U+T; + &

Donde:
Y;; = Variable de respuesta (mortalidad)

4« = Promedio general
7, = Efecto de la i-ésima concentracion del agua residual

&ij = Efecto del error experimental
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- Preparacion de las diluciones

Se prepararan 6 diluciones en base a los resultados de los screening test, se prepar6 100
mL por dilucién. Este volumen fue suficiente para repartir un volumen de 4 mL en cada

placa petri. Las diluciones para cada tratamiento se detallan en las Tablas 8, 9, 10 y 11.

- Medicion de parametros fisico-quimicos

Se procedi6 a preparar las diluciones correspondientes a las pruebas definitivas
establecidas segun los screening test. Se determinaron las condiciones de los ensayos con

la medicion de: temperatura, pH y oxigeno disuelto.
pH

Para obtener la maxima exactitud en su medicion, se utilizd un pH-metro electronico marca
WTW, modelo 730

Temperatura

Se determiné la temperatura con un termdémetro de mercurio (-8 a 32 °C) marca Alla

France.
Oxigeno disuelto

La medicidon del oxigeno disuelto se realizd utilizando un oximetro marca Mettler Toledo,
modelo M-90.

- Desarrollo de la prueba

Se coloco papel de filtro en cada placa Petri, se saturd el papel filtro con 4 mL de la
dilucién evitando que se formen bolsas de aire, se colocaron 10 semillas empleando una

pinza, dejando espacio suficiente entre las semillas para permitir la elongacion de las
raices (Figura 12). Las placas fueron tapadas, rotuladas con la hora, fecha y tratamiento
(Figura 13); asi mismo colocadas en bolsas plasticas para evitar la pérdida de humedad,
finalmente se colocaron en una incubadora por 120 horas (5 dias) a una temperatura de 20

* 2 °C, siguiendo las condiciones que se describen en la Tabla 5.
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Figura 12: Colocacion de las semillas de Lactuca sativa L sobre placas petri
FUENTE: Elaboracion propia (2015)

Figura 13: Montaje de la prueba definitiva con Lactuca sativa L

FUENTE: Elaboracion propia (2015)

e. Medicién de efecto toxico

Cada punto final se evalu6 comparando el efecto generado en los organismos expuestos a

los diferentes tratamientos con respecto a la respuesta de los organismos del tratamiento

control, sujetos a las mismas condiciones de ensayo.
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Terminado el periodo de exposicidén (120 horas), se procedié a medir la longitud de la
radicula y del hipocotilo de cada semilla germinada utilizando papel milimetrado (Figura
15). La medida de elongacion de la radicula se considerd desde el nudo (region mas
engrosada de transicion entre la radicula y el hipocotilo) hasta el apice radicular. La
medida de elongacion del hipocotilo se consider6 desde el nudo hasta el sitio de insercion
de los dos cotiledones (figura 14).

cotiledones

hipocotilo

—t
radicula

Figura 14: Esquema de plantula de Lactuca sativa para medida de elongacién

FUENTE: Sobrero y Ronco (2004)

Tabla 5: Condiciones recomendadas para pruebas de toxicidad aguda para Lactuca

Tipo de ensayo Estatico

Temperatura 20+ 2°C

Calidad de luz Oscuridad

Volumen de la solucion de prueba 4 mL

Agua de dilucion Agua dura reconstituida

NUmero de semillas por réplica 20

Numero de réplicas 3

Duracion de la prueba 120 horas

Efecto medido Inhibicion en la elongacion de la radicula e

hipocotilo. Inhibicion en la germinacion

Resultado final CLso 0 % inhibicién
Aceptabilidad de los resultados Germinacién > 90%
Control positivo Zn (1) a partir de ZnSO4

FUENTE: Sobrero y Ronco (2004)
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Se registraron el nimero de semillas que germinaron normalmente, considerando como

criterio de germinacion la aparicion visible de la radicula.

Figura 15: Medicion del elongacion de la radicula e hipocotilo de Lactuca sativa L
FUENTE: Elaboracion propia (2015)

f. Expresion de resultados

Se obtuvieron los promedios del crecimiento tanto a nivel de hipocotilo como de radicula.
Se realizé el andlisis de varianza y posteriormente una prueba de rango mdultiple de

Duncan.

3.8.2 BIOENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA CON Daphnia pulex

Para el desarrollo de pruebas de toxicidad aguda se expusieron los neonatos a diferentes
tratamientos durante un periodo de 48 h. Como resultado de dicha exposicién se determino
la concentracién de la muestra, que produjo la muerte al 50 por ciento de la poblacion de
neonatos expuestos (concentracion letal media o CLsp), con un nivel de confiabilidad del

95 por ciento; empleando un programa estadistico Probit.

a. Cultivo y mantenimiento de los organismos de prueba

Se colectaron Daphnias en etapa adulta (estado gravido) de los acuarios del area de
Cultivos Auxiliares de IMARPE sede Puno.

39



Se instalaron acuarios (cap 8L) con los cultivos de Daphnia pulex (Figura 16), los cultivos
se mantuvieron en agua de lago filtrada, a temperatura ambiente, con un fotoperiodo
natural de 16 h luz/8 h oscuridad (ver condiciones en la Tabla 6). Para la alimentacion de
los cultivos se empled suspensiones de algas (Chlorella sp.). La alimentacion de los

cultivos fue 3 veces por semana, empleando una pipeta volumétrica de plastico.

Figura 16: Acuarios con cultivos de Daphnia pulex
FUENTE: Elaboracion propia (2015)

Se efectud la limpieza de los acuarios cada semana para evitar el stress de los organismos,
se empled un sifén con el cual se removio6 las mudas y los restos de alimento depositados
en el fondo de los acuarios. Al finalizar la limpieza se adicioné agua de lago filtrada a cada

acuario hasta obtener el volumen inicial.

El dia previo a las pruebas se realiz6 seleccion los cultivos de Daphnias por estadios, para
garantizar que los neonatos tuvieran menos de 48 h de nacidos (Figura 18), se empled un
colador para separar los individuos adultos, posteriormente se observo al estereoscopio
para separar los neonatos de los juveniles en una placa Petri y con ayuda de pipetas

volumeétricos de plastico (Figura 17).
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Figura 17: Seleccion de neonatos para ensayos de toxicidad
FUENTE: Elaboracion propia (2015)

Figura 18: Neonatos de Daphnia pulex
FUENTE: Elaboracién propia (2015)
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Tabla 6: Condiciones recomendadas para las pruebas con Daphnia

Tipo de Ensayo Estatico

Duracion de la prueba 24 -48 horas
Temperatura 20+2

Calidad de Luz Fluorescente blanco y frio
Intensidad luminosa 540- 1080 luxes

Foto periodo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad
Edad de los organismos Menos de 24 horas de nacidos
Numero de réplicas 3

Numero de organismos por recipiente No >1 neonato por cada 2 Ml
Régimen de alimentacion No

Aireacion No

Ph 6-10

Respuesta evaluada Inmovilizacién

Blanco Sobrevivencia > 90%
Control positivo Dicromato de potasio K, Cr, O

FUENTE: USEPA (1989)

b. Control del cultivo del organismo de prueba
Para establecer si los individuos del cultivo tenian las condiciones fisiologicas dptimas
para el desarrollo de pruebas de toxicidad, fue necesario hacer un seguimiento de la
sensibilidad del cultivo empleando un toxico de referencia.

- Prueba de sensibilidad
Se realizaron pruebas de sensibilidad con el tdxico de referencia dicromato de potasio

(K2Cr,05), a diferentes concentraciones para evaluar la sensibilidad del cultivo (Anexo
IB).
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c. Pruebas preliminares (Screening test)

- Agua de dilucion
Segun APHA (1998), para evaluaciones de toxicidad de efluentes vertidos a un cuerpo de
agua, el agua de dilucion sera agua natural libre de contaminacion que se encuentre fuera
de la zona de influencia del efluente, la cual se tomd del lago Titicaca; en la zona

perteneciente al lago mayor proximo a las Islas de los Uros.

El agua de dilucidn, se filtré y colocd en recipientes esterilizados para su mantenimiento
(Figura 19).

Figura 19: Agua de dilucion para pruebas de toxicidad con Daphnia pulex
FUENTE: Elaboracién propia (2015)

- Preparacion de las diluciones

Se emple6 un amplio intervalo de diluciones sin réplicas buscando los porcentajes en los
cuales murieran todos los organismos expuestos (100% mortalidad), 80%, 60%, 40%, 20%
y 0% de mortalidad. Se prepararon diluciones con un factor de 0.5 con las muestras de
agua (Figura 19). Posteriormente otras diluciones en base a estos resultados. Se procedi6 a
colocar 20 mL de cada una de las diluciones en los recipientes de prueba, se transfiriendo
diez neonatos por un periodo de exposicion de 48 h, luego del cuan se registrd el nimero

de organismos muertos.
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Figura 20: Screening test para toxicidad con Daphnia pulex
FUENTE: Elaboracién propia (2015)

d. Prueba definitiva

- Disefio de la prueba

Se utilizé el disefio completamente al azar (DCA), donde cada muestra tuvo seis
concentraciones, la variable de respuesta fue la mortalidad del organismo de prueba (), el
numero de repeticiones por tratamiento fue de 5, haciendo un total de 30 unidades
experimentales (Figuras 21 y 22), ademés del control negativo sin adicion de sustancia

toxica alguna por muestra, el modelo lineal aditivo fue el siguiente:

Yij = U+T; + &

Donde:

Y; = Variable de respuesta (mortalidad)

4« = Promedio general

7, = Efecto de la i-ésima concentracion de la muestra

€jj = Efecto del error experimental
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Figura 21: Montaje de las pruebas definitivas con Daphnia pulex en agosto
FUENTE: Elaboracién propia (2015)

Enayo de toxicidad sobre Daphnia sp.
Respontable: Tesista Grecia A, Huaman Lencinas
Universidad Naclonal Agraria La Molina

Figura 22: Montaje de las pruebas definitivas con Daphnia pulex en noviembre
FUENTE: Elaboracion propia (2015)

- Preparacion de las diluciones
Se prepararan 6 diluciones en base a los resultados de los screening test, se preparé 100
mL por dilucién. Este volumen fue suficiente para repartir un volumen de 20 mL en cada
recipiente acrilico. Las diluciones para cada tratamiento se detallan en las Tablas 12, 14,

16y 18.
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- Medicion de parédmetros fisico-quimicos

Se determinaron las condiciones de los ensayos con la medicion de: temperatura, pH y
oxigeno disuelto).

pH

Para obtener la maxima exactitud en su medicion, se utilizé un pH-metro electrénico marca
WTW, modelo 730

Temperatura

Se determind la temperatura con un termometro de mercurio (-8 a 32 °C) marca Alla
France.

Oxigeno disuelto

La medicidn del oxigeno disuelto se realizé utilizando un oximetro marca Mettler Toledo,
modelo M-90.

- Desarrollo de la prueba
Se precedi6 a introducir 10 neonatos de Daphnia pulex en los recipientes acrilicos que

contenian los diferentes tratamientos (Figura 23), empleando una pipeta despuntada. El

tiempo de exposicién establecido fue de 48h.

Figura 23: Distribucién de los tratamientos para pruebas de toxicidad con Daphnia
FUENTE: Elaboracion propia (2015)
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e. Medicién de efecto toxico

Finalizada la prueba se cuantifico la mortalidad de los organismos expuestos pasadas las

48 horas, finalmente se registrd el nimero de organismos inmovilizados o0 muertos.

f.  Expresion de los resultados

Con los valores obtenidos se aplicé la prueba Probit, utilizando el paquete estadistico SAS.
El principal objetivo de este tipo de analisis fue evaluar la concentracion necesaria para

inmovilizar al 50% de individuos de la poblacion.

Adicionalmente se evaluo el parametro NOEC (Concentracion de efectos no observados)

mediante la prueba de rango multiple de Dunnett.

3.9 INDICE DE EFECTO TOXICO POTENCIAL (IETP)

El IETP se determino con los resultados obtenidos en los bioensayos con Daphnia pulex,
debido a que se observd mas consistencia en los resultados. Una vez obtenidos los valores
de CLso, fueron convertidos a unidades toxicol6dgicas (UT); a partir de ello se calcul6 la

carga toxicolégica (CT) y finalmente se obtuvo el IETP.

3.10 PROPUESTA PARA LA MEJORA DE LA GESTION AMBIENTAL DE LOS
EFLUENTES VERTIDOS A LA BAHIA INTERIOR DE PUNO

Se realiz6 un diagnostico con la informacién secundaria recabada de informes y
documentos técnicos de instituciones locales, se identificaron a todos los actores
involucrados en base a informacién obtenida de documentos institucionales y entrevistas a

los funcionarios locales.

Una vez realizado el analisis y la evaluacion de la informacion, se procedi6 a plantear la

propuesta de mejora, en base a informacion secundaria.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 DETERMINACION DE LA CALIDAD DEL EFLUENTE

Los resultados de las evaluaciones fisico- quimicas presentadas en la Tabla 7, muestran
que los niveles de nitrogeno total y la carga organica no son reducidos significativamente
luego del tratamiento en la laguna de estabilizacion El Espinar. Ademés lo niveles de
oxigeno disuelto fueron 0.01 -1.86 mg/L lo que significa condiciones de hipoxia, donde se

da la desaparicién de organismos y especies sensibles.

Para el mes de agosto del 2015, a una temperatura del agua de 14 °C, se reporté 0.02 mg/L
de oxigeno disuelto, 65 mg/L de nitrégeno total y 263.15 mg/L DBOs en el afluente. A una
temperatura de 14.3 °C, 1.14 mg/L de oxigeno disuelto, 57 mg/L de nitrogeno total y 92.14
mg/L DBOs en el efluente.

Asi también para el mes de noviembre del 2015, a una temperatura del agua de 16.3 °C, se
reporté 0.01 mg/L de oxigeno disuelto, 60 mg/L de nitrogeno total y 303.9 mg/L DBOs en
el afluente. A una temperatura de 17 °C, 1.11 mg/L de oxigeno disuelto, 47 mg/L y de
nitrogeno total y 101.15 mg/L DBOs en el efluente.

Los tres principales problemas ambientales generados por la presencia de compuestos de
nitrégeno en el sistema acuatico son: el aumento de la acidez, el desarrollo de eutroficacion
y el aumento de las concentraciones hasta niveles toxicos tanto en aguas superficiales
como subterraneas que limitan su uso principalmente como fuentes de agua para consumo

humano o en acuacultura (Kogbas et al, 2015).

En cuanto a la demanda quimica de oxigeno, todos los valores superaron el valor
establecido, lo cual indica que existen condiciones de oxidacion-reduccidn sobre la materia
organica, consumiéndose niveles elevados de oxigeno, siendo evidenciado en este

parametro.
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Tabla 7: Parametros fisico- quimicos del afluente y efluente segiin meses evaluados

Agosto Noviembre
Parametro Afluente Efluente gggg?& Afluente  Efluente
PM2S PM2L
(PM15S) ( ) (PM3S)  (PM1L) ( )
Aspecto Agua Agua Agua Agua Agua
P contaminada contaminada  contaminada contaminada contaminada
Olor A descomposicion
Color gris Ilgero gris Ilgero ligero verde gris Ilgero gris Ilgero
amarillo amarillo amarillo amarillo
Temperatura del agua °C 14 14.3 15.5 16.3 17
Oxigeno disuelto (OD) mg/L 0.02 1.14 1.86 0.01 1.11
Demanda biolégica de oxigeno
(DBO) mg/L 263.15 92.14 84.2 303.9 101.15
Demanda quimica de oxigeno
(DQO) my/L 670 365 228 674 343
Ph 8.07 8.26 8.38 7.16 7.99
Conductibilidad eléctrica ps/cm 1985 1910 1955 2087 1988
Salinidad (%) 1.24 1.24 1.27 121 1.10
Sélidos supendidos totales
(SST) mg/L 462 378 235 469 389
;c;;/lﬁos totales disueltos (TDS) 993 955 9775 1044 994
Nitritos mg NO2-N/L 0.048 0.01 0.039 0.061 0.019
Nitratos mg NO3-N/L 1.086 1.01 0.83 1.056 1.045
\jrogeno amoniacalmg NH3- 44 78 35.42 30.1 47.1 40.45
Nitrégeno total mg/L 65 57 42.8 60 47
Fdsforo como Ortofosfato
mgPO4/L 43.12 38 30.62 37.47 33.95
Fosforo total mg/L 14.06 12.39 9.99 12.22 11.07

Coliformes totales UFC/100mL  6.00E+07 4.70E+05 3.20E+05 6.00E+07 5.20E+05

Coliformes termotolerantes

UFC/100mL 4.50E+07 3.60E+05 2.10E+05 2.00E+07 3.20E+05

Fuente: EMSA Puno (2015)

Las concentraciones de nitritos (NOy) y nitratos (NO3) encontradas en el cuerpo receptor,
alcanzaron sus mayores valores en la zona superficial, mientras que el nitrégeno amoniacal
(NH3-N) se encontré en mayores concentraciones en la zona profunda y en las estaciones

préximas a la isla Espinar, cercanas a la laguna de oxidacion (IMARPE, 2013).

Antes de los bioensayos, se verifico el pH, el oxigeno disuelto y la temperatura. EI pH,

tanto del agua de dilucién como el de los tratamientos, permanecié en un rango entre 6.3
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y 7,9 unidades. El oxigeno varié de 0.0 a 6.8 mg/L y la temperatura vario de 15.6 y 18.6
°C. Los resultados se muestran en el ANEXO llI.

4.2 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Prueba de sensibilidad para Lactuca sativa L

En la prueba de sensibilidad de Lactuca sativa con sulfato de zinc se observé inhibicion
del crecimiento de la radicula e hipocotilo en un 100% (no se observo germinacion) con las
concentraciones de 1 y 10 ppm, la menor inhibicién de crecimiento de radicula e hipocotilo
se observd con la concentracion de 0.001 ppm. Con esta prueba se verifico que los

organismos expuestos presentaban elevada sensibilidad al compuesto (ANEXO I-A).

Prueba de sensibilidad para Daphnia pulex

En la prueba de sensibilidad de Daphnia se observd que el cultivo era sensible al
dricromato de potasio, la respuesta de los organismos expuestos a la prueba de sensibilidad
fue de 100% de mortalidad para todos los tratamientos frente al tratamiento control donde
no hubo mortalidad. Lo que garantizé la confiabilidad de los datos obtenidos en los

ensayos con efluentes (ANEXO I-B).

4.3 SCREENING TEST

Se realizaron 2 pruebas preliminares o screening test por punto de muestreo y segin mes

de evaluacion.

La finalidad de estas pruebas fue definir las diluciones para cada tratamiento del
experimento, es asi que los tratamientos que tuvieron como respuesta la mortalidad de los
organismos expuestos para el caso de bioensayos con Daphnia e inhibicion de crecimiento
para el caso de Lactuca, se utilizaron como guia para la preparacion de las pruebas

definitivas (Anexo I1).

La importancia de estas pruebas, radico en la complejidad para estimar las diluciones que
nos mostraron las respuestas esperadas en periodos cortos, tardando semanas en lograr

encontrar las diluciones que arrojaron respuestas esperadas. De otra forma los resultados
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hubieran sido forzados por los paquetes estadisticos y obteniendo finalmente respuestas
muy alejadas de la realidad. Es asi que el tiempo es un factor importante porque a medida
que transcurrieron los dias la muestra cambio a pesar mantenerse conservadas a 4°C. Es asi

que pasadas las 36 h, se recolectd nuevas muestras de agua residual.

Respecto al punto de muestreo 3 (PM3), los resultados de los screening tests, mostraron
que la muestra estaba diluida por el agua del cuerpo receptor, por lo que no hubo
respuestas de mortalidad de Daphnia, ni inhibicion del crecimiento en Lactuca al exponer
los individuos a tratamientos con un 100% de concentracion, es asi que no se tomé en

consideracién el PM3 para los ensayos definitivos en ninguno de los meses evaluados.

44 EFECTO DEL AFLUENTE Y DEL EFLUENTE DE LA LAGUNA DE
ESTABILIZACION EL ESPINAR, SOBRE Lactuca sativa L EN AGOSTO Y
NOVIEMBRE DEL 2015

a.  Afluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en agosto

Se evaluo el crecimiento tanto del hipocotilo y radicula de semillas de lechuga, sometida a
diferentes concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacién El Espinar en agosto,
los resultados se presentan en la tabla 8.

Tabla 8: Promedio de longitud de hipocotilo y radicula en semillas de lechuga,
sometidas a seis concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar

en agosto
Hipocotilo Radicula
Grupos Duncan Media N Concentracion Grupos Duncan Media N Concentracion

(mm) (%) (mm) (%)
A 4480 5 0 A 3456 5 0
B A 4336 5 85 B 26.66 5 85
B C 4192 5 88 C 2556 5 88
D C 41.06 5 91 D 2362 5 91
D C 40.26 5 94 D 23.08 5 94
D 39.76 5 97 E 2212 5 97
E 3596 5 100 F 19.80 5 100

Medias con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)

51



En la tabla 8 y figura 24, se muestra el efecto de las concentraciones del afluente sobre el
crecimiento del hipocotilo y radicula de semillas de lechuga. Para el hipocotilo la mayor
longitud se observa en el tratamiento control con 44.80 mm, y el menor crecimiento en la
concentracion de 100% de agua residual con 35.96 mm. Para la radicula la mayor longitud
se observa para el tratamiento control con 34.56 mm, la concentracién de 85% de agua
residual presenté un crecimiento de 26.66 mm y el menor crecimiento se presentd en la

concentracion de 100% de agua residual con 19.80 mm.

Distribucion de hipecotilo Distribucidn de radicula
F 219.04

2244 F
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concentracion

Figura 24:Promedio de longitud de hipocotilo y radicula (mm) en semillas de lechuga,
sometidas a seis concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar
en agosto

Los analisis de varianza mostraron significancia estadistica (p<0.01); la prueba de rango
maultiple de Duncan, sefiala que todos los tratamiento son diferentes respecto del control

tanto para el crecimiento del hipocotilo como de la radicula.

Para la radicula, la prueba Duncan, sefiala que no hay diferencia estadistica significativa
entre los tratamiento 1 y 2 cuyas longitudes en promedios son 43.36 mm y 41.92 mm
respectivamente, tampoco se encontré diferencia estadistica significativa entre los

tratamientos 3 y 4 cuyas longitudes en promedio son 41.06 mm y 40.26 mm.

Para el hipocotilo se encontro diferencia estadistica significativa en la mayoria de los
tratamientos, sin embargo para los tratamientos 3 y 4 cuyas longitudes en promedio son de

23.62 mm y 23.08 mm no se encontrd diferencia estadistica significativa entre

tratamientos.
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Figura 25: Inhibicién de crecimiento de hipocotilo y radicula (%) en semillas de
lechuga, sometidas a seis concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion
El Espinar en agosto

En la figura 25, se muestra los resultados de inhibicion de crecimiento del hipocotilo segin
las seis concentraciones del afluente, el analisis de regresion lineal indica que por el
incremento de 1% en la concentracién de agua residual se espera 0.94% de inhibicion del
crecimiento del hipocotilo, mientras que para la radicula la inhibicion fue de 1.30%, por lo
cual la mayor inhibicion en semillas de lechuga se produce a nivel de la radicula; los
modelos lineales mostraron un buen ajuste, con coeficientes de determinacion de 88.50 y

97.08% respectivamente.

b.  Efluente de la laguna de estabilizacién El Espinar en agosto

Se analizé el crecimiento en longitud tanto del hipocotilo y radicula de semillas de
lechuga, sometida a diferentes concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacion

El Espinar en la agosto, los resultados se presentan en la Tabla 9.
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Tabla 9: Promedio de longitud de hipocotilo y radicula en semillas de lechuga,
sometidas a seis concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacion El Espinar

en agosto
Hipocotilo Radicula
Grupos Media N Concentracion Grupos Media N Concentracién
Duncan (mm) (%) Duncan (mm) (%)
A 4480 5 0 A 3456 5 0
A 4458 5 85 B 2776 5 85
B 4298 5 88 C 26.24 5 88
B 4298 5 91 C 2546 5 91
C B 42.10 5 94 D 2228 5 94
C D 41.16 5 97 D 21.70 5 97
D 40.06 5 100 E 20.26 5 100

Medias con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)

En la tabla 9 y figura 26, se muestra el efecto de las concentraciones del efluente sobre el

crecimiento del hipocotilo y radicula.

Para el hipocotilo la mayor longitud se observa en el tratamiento control con 44.8 mm, y el

menor crecimiento en la concentracion de 100% de agua residual con 40.06 mm.

Para la radicula la mayor longitud se observa en el tratamiento control con 34.56 mm, el
menor crecimiento se presento en la concentracion de 100% con 20.26 mm, por lo tanto si
hubo una inhibicion del crecimiento a nivel de hipocotilo y radicula, efectos que se

mostraron directamente proporcional a la concentracion.
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Figura 26: Promedio de longitud de hipocotilo y radicula (mm) en semillas de
lechuga, sometidas a seis concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacion
El Espinar en agosto

Los analisis de varianza mostraron la existencia de diferencia significativa (p<0.01); la
prueba de rango multiple de Duncan, sefiala que se observa diferencias en el crecimiento
del hipocotilo entre el tratamiento control y los otros tratamientos, asi mismo se observa
diferencia entre tratamientos, sefialando una mayor sensibilidad de la radicula a la

exposicion al efluente.
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Figura 27: Inhibicion de crecimiento de hipocotilo y radicula (%) en semillas de
lechuga, sometidas a seis concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacién
El Espinar en agosto

En la figura 27, se muestra la inhibicion de crecimiento del hipocotilo segun las seis
concentraciones del efluente, el analisis de regresion lineal indica que por el incremento de
1% en la concentracion de agua residual se espera 0.62% de inhibicion del crecimiento del

hipocotilo, mientras que para la radicula de inhibicion es de 1.50%, por lo cual la mayor
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inhibicion se produce a nivel de la radicula de la semillas de lechuga; los modelos lineales
mostraron un buen ajuste, con coeficientes de determinacion de 95.87 y 96.81%

respectivamente.
c.  Afluente de la laguna de estabilizacién El Espinar en noviembre

Se evaluo el crecimiento tanto del hipocotilo y radicula de semillas de lechuga, sometida a
diferentes concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar en

noviembre, los resultados se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: de la laguna de estabilizacion El Espinar en Promedio de longitud de
hipocotilo y radicula en semillas de lechuga, sometidas a seis concentraciones del
afluente noviembre

Hipocotilo Radicula
Grupos Duncan Media N Concentracion Grupos Duncan Media N Concentracion

(mm) (%) (mm) (%)

A 49.24 5 88 A 3444 5 0

B 48.04 5 85 B 3268 5 85

C 4534 5 0 C 20.38 5 88

D 4406 5 100 D 2522 5 91

D 4384 5 97 E 2440 5 94

E 4260 5 94 F 2336 5 97

F 4158 5 91 G 2134 5 100

Medias con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)

En la tabla 10 y figura 28, se muestra el efecto de las concentraciones del afluente sobre el

crecimiento del hipocotilo y radicula.

Para el hipocotilo las mayores longitudes se observaron en las concentraciones 88% y 85%
con longitudes de 49.24 y 48.04 mm respectivamente; observandose un crecimiento
irregular mayor al control que puede deberse a que a menores concentraciones del
contaminante hay un estimulo de crecimiento, también se observé que hubo una reducida

inhibicién del crecimiento con la concentracién de 100%.

Para la radicula el tratamiento control presentd las mayores longitudes con 34.44 mm,

todos los tratamientos mostraron un efecto de inhibicién de la radicula, presentando
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longitudes inferiores al control, el menor crecimiento se presentd en la concentracion de
100% del afluente con 21.34 mm.
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Figura 28: Promedio de longitud de hipocotilo y radicula (mm) en semillas de
lechuga, sometidas a seis concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion

El Espinar en noviembre

Los analisis de varianza mostraron diferencia significativa (p<0.01), la prueba de rango

multiple de Duncan, sefiala que se observa diferencia en el crecimiento del hipocotilo entre

el tratamiento control y todos lo tratamiento; en la radicula también se observa diferencia

para dichos tratamientos, sefialando mayor sensibilidad a nivel de la radicula.
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Figura 29: Inhibicion de crecimiento de radicula (%) en semillas de lechuga,
sometidas a seis concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion El Espinar

en noviembre

En la figura 29, se muestra la inhibicion de crecimiento de la radicula segun las seis

concentraciones del afluente. El analisis de regresion lineal indica que por el incremento de

1% en la concentracion de agua residual se espera 2.09% de inhibicion del crecimiento de
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la radicula, el modelo lineal muestra un buen ajuste con coeficiente de determinacion de
92.86%.

Para el hipocotilo no se muestra un patrén definido para ajustar el analisis de regresion

lineal.
d.  Efluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en noviembre

Se evaluo el crecimiento tanto del hipocotilo y radicula de semillas de lechuga, sometida a
diferentes concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar en

noviembre, los resultados se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11: Promedio de longitud de hipocotilo y radicula (mm) en semillas de lechuga,
sometidas a seis concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacion El Espinar

en noviembre

Hipocotilo Radicula
Grupos Duncan Media N Concentracion Grupos Duncan Media N Concentracion
(mm) (%) (mm) (%)
A 46.80 5 100 A 36.34 5 88
A 46.66 5 97 A 36.08 5 85
B A 46.32 5 85 B 3490 5 91
A C 4568 5 94 B 3456 5 0
B C 4526 5 88 B 34.00 5 94
C 4490 5 91 C 3332 5 97
C 4482 5 0 D 3134 5 100

Medias con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)

En la tabla 11 y figura 30, se muestra el efecto de las concentraciones del efluente sobre el
crecimiento del hipocotilo y radicula, no se observa inhibicién del crecimiento del
hipocotilo frente al tratamiento control.

Para la radicula se observd inhibicion del crecimiento con el 100% del efluente cuya
longitud fue de 31.34 mm, frente a una longitud de 34.56 mm del tratamiento control.
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Figura 30: Promedio de longitud de hipocotilo y radicula (mm) en semillas de
lechuga, sometidas a seis concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacién
El Espinar en noviembre

Los resultados de los bioensayos con el efluente en el mes de noviembre mostraron que no
hay un patron definido puesto que hubo inhibicion del crecimiento a nivel de radicula pero

estimulacion de crecimiento a nivel del hipocotilo.

En sintesis, los resultados de las evaluaciones en el mes de agosto, mostraron que tanto a
nivel de afluente como efluente hubo inhibicién de crecimiento de radicula e hipocotilo, el
resultado que se mostro es que los niveles de toxicidad del efluente no disminuyen luego
del tratamiento en la laguna de estabilizacion El Espinar segin los bioensayos sobre

Lactuca sativa L.

Para las evaluaciones en noviembre, se observd que tanto a nivel de afluente como efluente
hubo inhibicion de crecimiento de radicula e hipocotilo. Cuando los tratamientos fueron
muy diluidos no hubo respuestas de inhibicion del crecimiento, resultados similares fueron
reportados por Bazai y colaboradores (2006). Los niveles de toxicidad del efluente no
disminuyen luego del tratamiento en la laguna de estabilizacion El Espinar de acuerdo a los

bioensayos sobre Lactuca sativa L.

Se hallé una mayor inhibicién en la radicula de las semillas de lechuga, se considera que
este efecto es debido a que es la primera estructura que entra en contacto con los
contaminantes, los grupos de investigacion de Navarro (2006) y Gonzales (2012) y

colaboradores hallaron resultados similares.
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Bazai y colaboradores (2006), investigaron sobre el efecto del agua residual de 3
localidades en Pakistan, sobre la germinacion y crecimiento de Lactuca sativa L, se reporto
que la inhibicién del crecimiento de la radicula fue de 28.43% vy la inhibicion a nivel de
hipocdtilo fue de 16.39% al 100% de concentracion de agua residual doméstica de la
ciudad de Chilltan y 12.73% de inhibicién del crecimiento de la raiz, 18.18% de inhibicion

a nivel de hipocotilo al 100% en agua residual doméstica de la ciudad de Zarghoon.

Consideramos que de la inhibicion se debe a la disminucion del agua por un mayor nivel
de salinidad regenerando toxicidad por la alta presion osmética del medio. Coincidiendo
con Bazai y colaboradores (2006), quienes reportaron que la salinidad no sélo afecté a la
germinacion de semillas, sino también redujo significativamente el crecimiento posterior
de las plantulas, esto fue debido a la acumulacion de iones minerales en su capsula celular
o debido a la insuficiencia de los organulos celulares para ajustar el alto potencial osmético

dentro de la célula.

En una investigacion del afluente y efluente de 3 plantas potabilizadoras en Colombia, para
el afluente Lactuca sativa mostré efectos de inhibicion del crecimiento de la raiz en todas
las muestras con valores entre 1% y 24 %. Para el efluente, también mostr6 efectos de
inhibicidn del crecimiento de la raiz en todas las muestras con valores entre 24% y 100%
(Bohorguez et al., 2012). Resultados similares fueron reportados por Blinova (2004) que
mostrd que la inhibicion del crecimiento de la radicula con un 100% del agua residual sin
tratamiento fue de 26%.

Las aguas residuales sin tratar son altamente tdxicas en la naturaleza y tienen un efecto
inhibidor sobre la germinacién de semillas y plantulas en crecimiento. Vegetales cultivados
en tierras de Tunez, fueron regados con efluentes municipales mostrando inhibicion de la
germinacion en un 50% e inhibicion en el crecimiento de la raiz en un 44% en Avena
sativa L (Frendi et al., 2012). Asi también se reportdé que el nimero de tallos y hojas en
diferentes bioensayos con plantas expuestas a aguas residuales, disminuy6 en relacion con

las plantas que se traté con agua potable (Beg et al., 2002).

Richards y Marshall (2002) investigaron la reduccion del peso en seco de soja y de girasol

cuando se cultiva en diferentes concentraciones de aguas residuales municipales con altos
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niveles de pH, conductividad, cloruros, carbonatos y bicarbonatos de sodio. Concluyendo

que hay una disminucion de la produccién de estos cultivos por el uso de agua residual.

Hen y Chia (2002) reportaron los impactos del agua residual municipal en China, sobre
algunos vegetales incluyendo la col, zanahoria y guisantes de olor. Los vegetales fueron
afectados en mayor medida por el agua contaminada de la ciudad que otros cultivos
poniendo en evidencia las pérdidas econdmicas relacionadas con los impactos del agua

residual.

Garcia (2006), evalu6 agua residual industrial y encontré que los pardmetros
fisicoquimicos no son la causa directa de la toxicidad y actian como sustratos para Lactuca
sativa, asi mismo la toxicidad encontrada podria estar referida a la presencia de
determinados componentes de la mezcla o de la interaccion entre ellos, los cuales estan
presentes en concentraciones tan bajas, que acttan inhibiendo el desarrollo normal de las
estructuras de crecimiento de las semillas expuestas. Coincidiendo con Gonzales (2012) y
Torres (2006) quienes concluyeron que los efectos letales y subletales encontrados en los
estudios de toxicidad con lechuga, pudieran estar dados por la accion de las diferentes
sustancias quimicas que componen el efluente evaluado y sus interacciones,
partiendo de sus propiedades fisico-quimicas, Yy analizando los posibles efectos que

pueden ser aditivos o sinérgicos; antagonicos; de potenciacién o inhibicion.

Al respecto Chagua (2014), reportd efectos toxicos que inhibieron el crecimiento del
hipocétilo y la radicula de las semillas de Lactuca, al exponerlas a altas concentraciones de
efluentes de curtiembre con contenidos de sulfatos y cloruros, sin embargo encontrd

estimulacion del crecimiento al someter las semillas a bajas concentraciones.

Saldarriaga (2013), evaluo la toxicidad de residuos de barrido de calles en la Avenida
Abancay en Lima, con contaminacion por hidrocarburos aromaticos policiclicos y metales,
encontré inhibicion del crecimiento a nivel de hipocotilo y radicula directamente
proporcional con la concentracion del contaminante; esto en consecuencia de los

contaminantes de los residuos.

En los resultados encontrados para ambos meses evaluados, se observaron algunas

anomalias en el sistema radicular como raices raquiticas y quebradizas y en el hipocaotilo,
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curvado formando un lazo y retorcido formando un espiral. El efecto del agua residual no
solo se manifiesta en la inhibicion del crecimiento de especies vegetales sino también a

nivel de efectos de mutagenicidad y genotoxicidad.

Munawar (2016) encontré que las aguas residuales presentan diferentes niveles de
mutagenicidad y genotoxicidad a partir de estudios con Vicia faba.

Segun USEPA (2002), pasadas las 36 horas de conservacion de las muestras, estas
podrian disminuir su toxicidad por la volatilizacion o sorsion u otras reacciones de los
toxicos es asi que durante el bioensayo de toxicidad aguda de Lactuca sativa cuyo tiempo
de exposicion es de 120 h, es asi que la muestras del afluente y efluente podrian haber

sufrido cambios en su composicion que alterarian los resultados.

Las investigaciones muestran que el efecto real del vertimiento de aguas residuales en el
ecosistema, puede ser mucho mas significativo que el estimado por los bioensayos. Los
bioensayos utilizando especies vegetales mostraron menor sensibilidad que las especies
animales para la evaluacién de la contaminacion del agua por los nutrientes, asi como para
la evaluacion de cualquier posible impacto de efluentes en la cadena tréfica del ecosistema,
puesto que si hay dilucién los contenidos de nutrientes son un estrato adecuado para el

crecimiento (Korner et al. 2001 y Blinova, 2004).

44 EFECTO DEL AFLUENTE Y DEL EFLUENTE DE LA LAGUNA DE
ESTABILIZACION EL ESPINAR, SOBRE Daphnia pulex EN AGOSTO Y
NOVIEMBRE DEL 2015

a.  Afluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en agosto

En la tabla 12, se muestran los resultados del bioensayo con Daphnia pulex, sefiala para la
concentracion de 75% una mortalidad de 100% de organismos expuestos, en la
concentracion del 68% se determind 72% de mortalidad, la concentracion de 54% una
mortalidad de 42%; mientras que para la concentracion mas baja de 40% del afluente se

encontré un 8% de mortalidad, el tratamiento control no mostré mortalidad.
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Tabla 12: Mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del afluente
de la laguna de estabilizacién El Espinar en agosto

Concentracion Repeticiones Promedio Mortalidad (%)
T6 75% 5 10 100.00

T5 68% 5 7 72.00
T461% 5 6 60.00

T3 54% 5 4 42.00
T247% 5 2 20.00
T140% 5 1 8.00
Control 0% 5 0 0.00

Los resultados del bioensayo fueron analizados por el método Probit, para determinar las
probabilidades de mortalidad para diferentes concentraciones, los resultados se presentan
en la Tabla 13.

Tabla 13: Probabilidad de mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis
concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en agosto

Limite Limite
Probabilidad Concentracion inferior 95% superior 95%

0.01 29.620 7.362 38.811
0.05 37.717 21.456 44.746
0.10 42.033 28.859 48.020
0.20 47.260 37.601 52.208
0.30 51.028 43.604 55.528
0.40 54.249 48.360 58.739
0.50 57.259 52.335 62.209
0.60 60.268 55.786 66.204
0.70 63.489 58.982 70.975
0.80 67.258 62.291 76.989
0.90 72.484 66.471 85.738
0.95 76.800 69.742 93.145
0.99 84.897 75.674 107.241
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Figura 31: Curva de Dosis- Respuesta de Daphnia pulex sometida a seis
concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacién El Espinar en agosto

En la tabla 13 y figura 31, los resultados del andlisis Probit mostraron que con una
concentracion de 29.62% del afluente se provocaria una mortalidad del 1% sobre Daphnia
pulex, mientras con una concentracion de 84.90% de agua residual se obtendria un 99% de

mortalidad de los organismos expuestos.

La CLs, fue de 57.26% para un periodo de exposicidn de 48 horas, con esta concentracion
se obtendria una mortalidad del 50% de individuos expuestos.

También se realizé el ANOVA y la prueba de Dunett (ver Anexo I11): el ANOVA sefial6 la
existencia de diferencia estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una

de las concentraciones del afluente present6 un efecto diferente.

La prueba de Dunnett indico que todas las concentraciones presentaron un efecto diferente

al control, por lo tanto presentan algun grado de toxicidad.

Asi mismo, se estimd que la concentracion sin efecto adverso observable (NOEC) estaria

en concentraciones menores al 40%.
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Por otro lado, se determiné la concentracion mas baja con efectos observables (LOEC) que
fue de 40%, lo que indica que a partir de esta concentracion se presentan niveles de

toxicidad aguda estadisticamente significativos.

b.  Efluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en agosto

En la tabla 14, los resultados del bioensayo para mortalidad de Daphnia pulex, indican que
para la concentracion de 80% del efluente hubo una mortalidad de 90% de organismos
expuestos, en la concentracion del 77% se determind 70% de mortalidad, mientras que la
concentracion mas baja de 65% mostrd 0% de mortalidad; el tratamiento control tampoco

mostré mortalidad.

Tabla 14: Mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones de efluente
de la laguna de estabilizacion EI Espinar en agosto

Concentracion  Repeticiones Promedio Mortalidad %

T6 80% 5 9 90.00
T577% 5 7 70.00
T4 74% 5 6 60.00
T371% 5 3 30.00
T2 68% 5 1 10.00
T165% 5 0 0.00
Control 0% 5 0 0.00

Los resultados del bioensayo fueron analizados por el método Probit, para determinar las
probabilidades de mortalidad para las diferentes concentraciones del efluente de la laguna

de estabilizacion El Espinar, los resultados se presentan en la Tabla 15.
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Tabla 15: Probabilidad de mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis
concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar en agosto

Limite Limite
Probabilidad Concentracion inferior 95% superior 95%

0.01 63.188 55.121 66.624
0.05 66.302 60.434 68.939
0.10 67.962 63.216 70.224
0.20 69.973 66.486 71.878
0.30 71.422 68.712 73.203
0.40 72.661 70.461 74.488
0.50 73.819 71.919 75.866
0.60 74.976 73.196 77.425
0.70 76.215 74.397 79.258
0.80 77.665 75.660 81.546
0.90 79.675 77.271 84.859
0.95 81.335 78.537 87.660
0.99 84.449 80.836 92.989

0.9 +

0.8 T

0.7 +

0.6 +

0.5 +

Probabilidad

04 +

03 +

0.2 +

0.1 +

0 10 20 30 40 50

Concentracion

| ®  Activas Modelo eeeeeeeees Limite inferior (95%) «««wweeeeee Limite superior (95%) |

Figura 32: Curva de Dosis- Respuesta de Daphnia pulex sometida a seis

concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en agosto
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En la tabla 15 y figura 32, los resultados del andlisis Probit mostraron que con una
concentracion de 63.19% del efluente se provocaria una mortalidad del 1% de organismos
expuestos mientras que con una concentracion de 84.45% del efluente se obtendria un 99%

de mortalidad.

La CLso fue de 73.82% para un periodo de exposicién de 48 horas, con esta concentracion

se obtendria una mortalidad del 50% de individuos expuestos.

También se realizé el ANOVA y la prueba de Dunett (ver Anexo I11): el ANOVA sefial6 la
existencia de diferencia estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una

de las concentraciones del efluente present6 un efecto diferente.

La prueba de Dunnett indica que las concentraciones a partir de 68% presentan diferencia

estadistica significativa frente al tratamiento control.

Asi mismo se determind que la concentracion sin efecto adverso observable (NOEC) fue
de 65% lo que indica que esta seria la dosis mas elevada de la muestra que no presento

efectos adversos observables.

Por otro lado se determind la concentracién mas baja con efectos observables (LOEC) que
fue de 68%, lo que indica que a partir de esta concentracion se presentan niveles de

toxicidad aguda estadisticamente significativos.

c.  Afluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en noviembre

En la tabla 16, los resultados del bioensayo para mortalidad de Daphnia pulex, indicaron
que para la concentracion de 100% del afluente se determind una mortalidad de 100% de
organismos expuestos, para la concentracion del 85% se determind 82% de mortalidad,
mientras que la concentracion mas baja de 45% presenté un 18% de mortalidad, el

tratamiento control no presenté mortalidad.
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Tabla 16: Mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del afluente
de la laguna de estabilizacién El Espinar en noviembre

Concentraciones  Repeticiones  Promedio Mortalidad %
T6 100% 5 10 100.00
T5 85% 5 8 82.00

T4 75% 5 6 64.00

T3 65% 5 5 54.00

T2 55% 5 3 34.00
T145% 5 2 18.00
Control 0% 5 0 0.00

Los resultados fueron analizados por el método Probit, para determinar las probabilidades
de mortalidad para diferentes concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion El
Espinar, los resultados se presentan en la Tabla 17.

Tabla 17: Probabilidad de mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis
concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en noviembre

Limite
Limite superior
Probabilidad Concentracion inferior 95% 95%

0.01 17.870 -26.566 34.592
0.05 31.438 -1.348 44.230
0.10 38.671 11.952 49.513
0.20 47.430 27.767 56.199
0.30 53.746 38.769 61.422
0.40 59.143 47.629 66.426
0.50 64.187 55.127 71.887
0.60 69.231 61.577 78.395
0.70 74.627 67.335 86.500
0.80 80.943 73.049 97.012
0.90 89.702 80.046 112.516
0.95 96.935 85.449 125.696
0.99 110.504 95.193 150.809
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Figura 33: Curva de Dosis- Respuesta de Daphnia pulex sometida a seis
concentraciones del afluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en noviembre

En la tabla 17 y figura 33, los resultados del andlisis Probit indicaron que con una
concentracion de 17.87% del afluente se provocaria una mortalidad del 1% sobre Daphnia

pulex, mientras que con una concentracion de 96.94% se obtendria un 99% de mortalidad.

La CLs, fue de 64.19% para un periodo de exposicidn de 48 horas, con esta concentracion
del afluente se obtendria una mortalidad del 50% de organismos expuestos.

También se realizé el ANOVA y la prueba de Dunett (ver Anexo I11): el ANOVA sefial6 la
existencia de diferencia estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una

de las concentraciones del afluente presenta un efecto diferente.

La prueba de Dunnett indic6 que todas las concentraciones presentaron un efecto diferente

al control, es decir presentan algin grado de toxicidad.

Asi mismo, se estimd que la concentracion sin efecto adverso observable (NOEC) estaria

en concentraciones menores al 40%.

Por otro lado, se determino la concentracion mas baja con efectos observables (LOEC) que
fue de 45%, lo que indica que a partir de esta concentracion se presentan niveles de

toxicidad aguda estadisticamente significativos.

69



d. Efluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en noviembre

En la tabla 18, los resultados del bioensayo para mortalidad de Daphnia pulex, indican que
la concentracion de 90% del efluente presentd una mortalidad de 100%, la concentracion
del 80% presentd un 74% de mortalidad, mientras que la concentracion méas baja de 50%
presentd 1% de mortalidad, el tratamiento control no presentd mortalidad para los

organismos expuestos.

Tabla 18: Mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del efluente
de la laguna de estabilizacion EI Espinar en noviembre

Concentraciones  Repeticiones Promedio Mortalidad %
T6 90% 5 10 100.00
T580% 5 7 74.00
T470% 5 6 56.00

T3 65% 5 3 34.00

T2 60% 5 2 22.00
T150% 5 1 8.00
Control 0 5 0 0.00

Los resultados fueron analizados por el método Probit, para determinar las probabilidades
de mortalidad para diferentes concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacion El

Espinar en noviembre, los resultados se presentan en la Tabla 19.

Tabla 19: Probabilidad de mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis
concentraciones del efluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar en noviembre

Limite Limite
Probabilidad Concentracion inferior 95%  superior 95%

0.01 40.807 17.634 50.127
0.05 49.096 32.357 56.177
0.10 53.514 40.080 59.529
0.20 58.865 49.167 63.852
0.30 62.723 55.356 67.332
0.40 66.019 60.192 70.759
0.50 69.100 64.167 74.507
0.60 72.182 67.580 78.817
0.70 75.478 70.740 83.918
0.80 79.336 74.038 90.290
0.90 84.686 78.237 99.501
0.95 89.105 81.539 107.273
0.99 97.393 87.545 122.040
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Figura 34: Curva Dosis- Respuesta de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones
del efluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en noviembre

En la tabla 19 y figura 34, los resultados del andlisis Probit indicaron que con una
concentracion de 40.81% del efluente provocaria una mortalidad del 1% sobre Daphnia
pulex, mientras que con una concentracion de 97.39% se obtendria un 99% de mortalidad

de los individuos de esta especie.

La CLso fue de 69.10% para un periodo de exposicién de 48 horas, con esta concentracion

se obtendria una mortalidad del 50% de individuos expuestos.
También se realizé el ANOVA y la prueba de Dunett (ver Anexo I11): el ANOVA sefial6 la
existencia de diferencia estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una

de las concentraciones del efluente presenta un efecto diferente.

La prueba de Dunnett indic6 que todas las concentraciones presentaron un efecto diferente

al control, es decir presentan algin grado de toxicidad.

Asi mismo, se estimd que la concentracion sin efecto adverso observable (NOEC) estaria

en concentraciones menores a 50%.
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Por otro lado, se determiné la concentracion mas baja con efectos observables (LOEC) que
fue de 50%, lo que indica que a partir de esta concentracion se presentan niveles de

toxicidad aguda estadisticamente significativos.

En la tabla 20, se muestra el resumen de la CLso obtenidas por zona y época para las
muestras de agua residual de la laguna Espinar.

Tabla 20: Concentracion letal media (CLs) de Daphnia pulex seglin zona y mes de

evaluacién
Zona Afluente Efluente
Mes Agosto Noviembre Agosto Noviembre
CL50 57.26 64.19 73.82 69.10
ICS 95% 62.21 71.89 75.87 7451
IC1 95% 52.34 55.13 71.92 64.17
80.00 73.82
69¢10
70.00 04 19 9T
60.00 27726
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00
Agosto Noviembre Agosto Noviembre
Afluente | Efluente |

Figura 35: Concentracion letal media (CLso) de Daphnia pulex segiin zona y mes de
evaluacion

En la tabla 20 y figura 35, se muestra los resultados de CLs, para de Daphnia pulex
sometida a seis concentraciones de agua residual de la laguna de estabilizacién El Espinar,

segun zona y meses de evaluacion; siendo la CLsg el indicador de toxicidad.
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En el mes de agosto, la CLsg del afluente la laguna de estabilizacion fue 57.26%, la CLs
del efluente fue de 72.82%.

En el mes de noviembre, la CLsq del afluente la laguna de estabilizacion fue de 64.19% vy la
CLso del efluente fue de 69.10%.

Las aguas residuales presentan una elevada carga contaminante que responde a la materia
organica que contienen, en cuya composicion se encuentran los compuestos de nitrégeno.
Entre las formas de nitrgeno, unas de las de mayor interés en las aguas son el nitrégeno
amoniacal y el nitrgeno total, si el medio es aerobio, el nitrbgeno amoniacal se transforma
en nitritos, especie altamente tdxica para la biota acuatica (Sardifias, 2004). Ademas la
calidad y cantidad de agua residual es bastante diferente debido a la cultura, costumbres,

nutricion, salud y educacién de la poblacién (Movahedian et al., 2005).

En este sentido la respuesta de mortalidad de Daphnia pulex podria estar asociada a las
elevadas cantidades de nitrogeno total y amoniacal ya que esta especie soporta como

maximo concentraciones de 20mg/L de nitrégeno amoniacal (Sardifias, 2004).

Para el mes de agosto, se reportdé 65 mg/L de nitrdgeno total, 40.78 mg/L de nitr6geno
amoniacal en el afluente; 57 mg/L de nitrogeno total y 35.42 mg/L de nitrdgeno amoniacal

en el efluente.

Asi también para el mes de noviembre se reporté 60 mg/L de nitrégeno total y 47.10 mg/L
de nitrogeno amoniacal en el afluente; 47 mg/L y de nitrégeno total y 40.45 mg/L de

nitrégeno amoniacal en el efluente.

Garcia (2006), encontrd una tendencia directa entre los datos de toxicidad con Daphnia
pulex y los parametros fisico-quimicos como la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) y
el nitr6geno; concluyendo que hay condiciones que interfieren en los procesos como la
nitrificacion que es un paso importante en la purificacion del agua residual y la eliminacion
de amoniaco toxico. Asi tambien, Coral (2012), evalué la calidad toxicoldgica en el rio
Chillén del agua en época seca, encontrando la mayor toxicidad en la zona baja zonas con
aporte excesivo de materia organica por las descargas domésticas e industriales que se

desarrollan en estas zonas.
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En la investigacion del efluente de una planta de agua residual municipal sobre Daphnia
magna en Turkya, se reportd que la CLs del afluente en 48 horas de exposicion fue de
15.8%, la CLso del efluente fue de 29.4%. EIl estudio mostrd que las aguas residuales
municipales podrian ser perjudiciales para la biota, incluso si cumplen con los limites
maximos permisibles. Las aguas residuales municipales podrian contener tdxicos
complejos, sustancias carcinogénicas y mutagénicas que son todos dificiles de determinar
debido a que son mezclas complejas, es comun que muestren diferentes propiedades fisico-
quimicas basadas en el tiempo y la ubicacién, por lo tanto el efecto toxico varia de acuerdo

a las condiciones medio ambientales (Kogbas et al, 2015).

En una investigacion del afluente y efluente de 3 plantas potabilizadoras en Colombia. Para
el afluente la CLsg estuvo entre 4% y 57 %. Para el efluente la CLso estuvo entre 23% y
100%. Concluyendo que la especie Daphnia magna mostro baja sensibilidad con respecto
a otros organismos en la evaluacion del afluente, sin embargo mostré6 mayor sensibilidad

en la evaluacion del efluente (Bohorguez et al., 2012).

Se evaluaron 9 efluentes: 5 de plantas de tratamiento municipal (A, B, C, Dy E) y 4 de
plantas de tratamiento industrial en Korea. Las plantas de tratamiento de agua residual
domeéstica mostraron las siguientes CLsy A: 1000%, B: 303.03%, C: 144.92%, D: 76.34%,
E: 125%. A, B y C fueron plantas de tratamiento de lodos activados; D y E fueron plantas
con biodiscos o contactores biologicos rotatorios CBR. Se concluyé que la menor
toxicidad se observo en efluentes de plantas de tratamiento de lodos activados (Ra et al.,
2007). Por lo tanto la eficiencia de remocidn de contaminantes toxicos esta relacionada con

la tecnologia de tratamiento.

Segun el estudios de evaluacion de la planta de tratamiento de efluentes ubicada en
Mangolpuri, en Delhi, con sistema de tratamiento de lodos activados, se concluyd que el
nivel de toxicidad se reduce acumulativamente desde el afluente hasta el efluente, siendo
el porcentaje de eliminacién de la toxicidad 29% afluente, y 100% en el efluente final
(Tyagii et al , 2007).

Segun un estudio del afluente y efluente de una PTAR ubicada en Portugal, sistema de
tratamiento por digestién anaerdbica, que recibe agua residual doméstica e industrial, el

resultado de los bioensayos con Daphnia manga mostrdé que la CLso, para el afluente
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estuvo en el rango de 28.0% - 89% y para el efluente CLsy estuvo en el rango de 90%-
100% en un periodo de exposicion de 48h; lo que demuestra la disminucién del nivel de
toxicidad luego del tratamiento (Mendonca et al., 2012). Resultados similares fueron
reportados por Blinova (2000) que report6 una CLso- 48h de agua residual sin tratamiento
de 49%.

La evaluacion de la posibles efectos adversos de los contaminantes como productos
farmacéuticos y surfactantes presentes en el agua residual es una prioridad, debido a que
son clase de compuestos bioldgicamente activos que tienen diferentes modos de accion; se
han encontrado surfactantes en el medio ambiente acuatico en niveles de 11g/L debido al
su uso generalizado en el hogar, reportandose una CLsy de 14 mg/L en bioensayos con

Daphnia magna (Ying, 2006).

Smital (2010), mostro los agentes tensioactivos (surfactantes) como la clase mas abundante
de los compuestos presentes en muestras de aguas residuales. Los surfactantes por ejemplo
los detergentes son moderadamente toxicos para los organismos acuaticos sus
concentraciones en las aguas residuales sin tratar son al menos 1000 veces mayores que las
concentraciones de otros grupos de contaminantes, tales como productos farmacéuticos,
pesticidas pero las tasas de eliminacion son reducidas. Se concluy6 que los surfactantes
encontrados en efluentes tratados pueden llegar a los ecosistemas en concentraciones

similares a las del agua residual sin tratamiento.

Chagua (2014) quien analizé tres efluentes de procesos de curtiembre, sobre Daphnia
magna, reportd la CLspo de 6.75% mas representativa por su nivel de toxicidad;
atribuyendo esta toxicidad a los contenidos de sélidos y nitrdgeno amoniacal de las
muestras. Igualmente Saldarriaga (2013), evalud la toxicidad de residuos de barrido de
calles en la Avenida Abancay en la ciudad de Lima con contaminacion por hidrocarburos

aromaticos policiclicos y metales, determinando una CLsg de 11.25%.

El género Daphnia es ampliamente usado para evaluar la toxicidad de mezclas complejas
de agua residual y evaluacion de la eficiencia del tratamiento de agua residual tanto
doméstica como industrial. Por su parte Visitacion (2004), evalu6 la degradacion

fotocatalitica de detergentes en efluentes domésticos sobre Daphnia magna, determinando
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que la CLsg fue de 7.7%. Luego del tratamiento por 8 horas se observo que la CLs para el
efluente fue del 12.3%, que resultd menos toxico.

Pintar (2004), evaluo la eficiencia del tratamiento del efluente de una planta de blanqueo
de papel, con cantidades apreciables de sales contenidas, principalmente en la forma de
cloruros y sulfatos, se concluyé que a pesar de una gran disminucién de los compuestos
quimicos, el efluente tratado resulté mas toxico para Daphnia magna, esta observacion se

atribuyd a los efectos sinérgicos de acido acetico y sus sales presente en las soluciones.

4.6 DETERMINACION DEL INDICE DE EFECTO TOXICO POTENCIAL (IETP)

El IETP es un indicador del riesgo potencial para los ecosistemas que reciben descargas
directas de efluentes o vertidos. Para el calculo del IETP se utilizd la CLsg determinada
(Tabla 13) y el caudal promedio diario del afluente y efluente, registrado por la empresa
EMSA Puno.

Para el mes de agosto se registré un caudal promedio 24116.21 m*/dia, mientras que para

el mes de noviembre se registré un caudal promedio de 22056.68 m®/dia (Cuadro 9).

Tabla 21: Determinacion del IETP del efluente de la laguna de estabilizacion El

Espinar
Caudal Impresién Unidad
Mes E}tgﬁrgg promedio toxica Toxicologica téx(i:caar%?:T) IETP
(m*/dia) (CL 50) (UT)
PM1S 24116.21 57.26 1.75 42117.03 4.62
Agosto
PM2S 24116.21 73.82 1.35 32668.94 451
: PM1L 22056.68 64.19 1.56 34363.16  4.54
Noviembre
PM2S 22056.68 69.10 1.45 31919.94 450

En la Tabla 21, se observa que los caudales por época fueron muy parecidos debido a que
fue un afio atipico, por lo tanto no se observd marcada diferencia de la carga toxica por

épocas.

Las unidades toxicologicas fueron calculadas para determinar la toxicidad del afluente y
efluente, en ambos meses de evaluacion, segun las unidades toxicoldgicas en todos los

casos se clasifican como “moderadamente toxicos” (Escobar, 2008).
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Finalmente se calculé el IETP, para el mes de agosto, el mayor valor se observa en el
afluente con 4.62, el valor en el efluente fue de 4.51; ambos resultados se clasifican como
“carga toxica considerable”. Lo esperado luego del tratamiento de efluentes es que
disminuya el nivel de contaminantes, es asi como se concluye que la laguna de
estabilizacion EI Espinar no esta operando eficientemente de acuerdo a la evaluacion de
toxicidad aguda con Daphnia pulex en el mes de agosto.

Para el mes de noviembre el mayor valor del IETP fue el del afluente con 4.54, en el
efluente el valor fue de 4.50 y ambos valores se clasifican como “carga toxica
considerable”, es asi como se concluye que la laguna de estabilizacion EIl Espinar no esta
operando eficientemente de acuerdo a la evaluacion de toxicidad aguda con Daphnia pulex

en el mes de noviembre.

IMARPE (2014), realizd la evaluacién de la calidad ecotoxicolégica del agua del lago
Titicaca sobre Daphnia magna, considerando un punto de muestreo ubicado frente a la
laguna de estabilizacion El Espinar, encontrando una CLso de 111, 714% suponiendo que
la muestra pudiera concentrarse, situacién hipotética a la que denominaron como

moderadamente peligrosa, segun su propia escala de clasificacion.

Segun un estudio del afluente y efluente de una PTAR ubicada en Portugal (tratamiento
por digestion anaerdbica), que recibe agua residual domeéstica e industrial; se concluyo
que el 74% de las muestras del afluente fueron clasificadas como “toxicos” y para el
efluente todas las muestras fueron “no téxicas”. Lo que corrobora la importancia de la
eficiencia del tratamiento para asegurar la calidad toxicoldgica del efluente (Mendonga et
al., 2012).

Segun Tyagi (2007), la prueba de toxicidad se puede usar como una herramienta eficaz
para la evaluacion la efectividad del proceso de purificacion de aguas residuales en las
plantas de tratamiento. Asi el conocimiento de la toxicidad de los efluentes puede
beneficiar a los operadores de plantas para la optimizacion de la operacion, la proteccion
del cuerpo receptor, el establecimiento de permisos y control de las descargas, puede dar
datos de referencia mas objetivos para la evaluacion del riesgo medioambiental de los

efluentes que se vierten en los ecosistemas naturales.
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Las aguas residuales que ingresan a la laguna de estabilizacién EIl Espinar, reciben aportes
de variedad de antibidticos de los desechos hospitalarios y otros centros de salud. Aun
cuando no hay investigaciones de los impactos negativos de los antibidticos en los
organismos acuaticos en el Peru; los efectos secundarios debido a los cambios en el

equilibrio natural no son despreciables.

Atendiendo a estas consideraciones Kimmerer (2009), investigd sobre algunas sustancias
como los antibidticos que no se eliminan de ninguna manera y llegar al medio ambiente
con el potencial de afectar adversamente la salud publica al llegar a los seres humanos de
nuevo a través del agua potable; al llegar al ecosistema acuéatico afectan especialmente a
bacterias, hongos y microalgas; otra conclusién a la que arribd6 Kimmerer (2009) fue la
presencia de una amplia variedad de antibidticos de los desechos hospitalarios, que
presentaron efectos adversos y efectos sinérgicos en la mezcla de antibidticos contra la
poblacion microbiana de lodos de plantas de tratamiento, es asi que la inhibicién de las
bacterias de aguas residuales puede afectar seriamente a la degradacién de la materia

organica.

Los contaminantes 0 compuestos tdxicos contenidos en el agua residual, tienen la
capacidad de reaccionar quimicamente Yy llegar a estar disponibles para ser incorporados a

los largo de la cadena trofica, como es el caso de los metales pesados (Lépez, 2005).

Argota (2013), indica que las aguas del rio Ramis de la cuenca del Titicaca presentaron
efectos ecotoxicoldgicos, basado en las determinaciones de parametros fisico-quimicos y
de metales pesados, evalud el efecto bioacumulativo en las branquias e higado en
Gambusia punctata encontrando que el plomo y el cadmio mostraron capacidad

bioacumulativa en los tejidos de esta especie.

Por otro lado, las investigaciones del IETP de diferentes sectores de actividad industrial,

reportan lo siguiente:

Lopéz (2009), investigd el indice de efecto toxico potencial (IETP) para el efluente de
la industria tipo frigorifico con altos contenidos de hipoclorito de sodio, calculando una
carga toxica de 2,7 catalogada como reducida, asi mismo demostré una reduccion de los

niveles de toxicidad determinando el IETP para el efluente tratado, con una carga toxica de
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1, 4 catalogada como despreciable. En la investigacion también evalud efluentes de la
industria de curtiembre con tratamientos con cromo, determinando un IETP de 0,6, lo cual
es indicativo de una carga toxica despreciable. Siendo el cromo particularmente peligroso

por su poder de bioacumulacién y biomagnificacion.

Lopéz (2009), evaluo el efluente de la industria de curtiembre en la etapa de proceso de
ribera en el que se emplean sulfuros, hidroxido de sodio, el hipoclorito de sodio, los
agentes tensoactivos, preparaciones enzimaticas, sales de amonio, peroxido de hidrdgeno,
azUcares, melazas y materia organica que arrojé un IETP de 1.7 clasificado como carga
toxica despreciable al presentar minimos caudales. Debido a que Daphnia carece de
mecanismos de regulacion ionica ocurre una muerte rapida al exponerse a determinados

efluentes.

Se evaluo el efluente de una planta cloro-soda (industria inorganica) obteniendo el IETP de
4,5 clasificado como carga tdxica considerable. Estos resultados se deben a la presencia de
cloruros en cantidades muy elevadas que generd problemas de salinidad que inducen a

alteraciones osmoticas sobre los organismos expuestos (Lopéz, 2009),

Lopéz (2009), investigd el efluente del patio de cenizas de la industria termoeléctrica con
contenidos de sélidos totales de entre 120 a 1640 mg/L, determinando un IETP de 3,9, por
lo que la carga tdxica del efluente se considera moderada. Al evaluar el efluente de la
industria galvanopléastica con presencia de metales pesados como: aluminio, cobre, cromo,

hierro y zinc; determin6 un IETP DE 4,6 clasificado como carga tdxica considerable.

Es preciso sefialar que los mencionados efluentes industriales que contenian especies
quimicas conocidas por su alta toxicidad, presentaron bajos caudales lo que fue un factor

determinante para el resultado del IETP.

Chagua (2014), investig6 efluentes de desencale y resportd IETP < 1.99 que se clasifica
como cargas toxicas despreciables, atribuyéndolo a reacciones antagonicas que
disminuyeron el grado de toxicidad del vertimiento. Sin embargo estos resultados se
pueden corresponder con los volimenes de los efluentes. Asi también sefiala que este

efluente podria generar problemas a la biota acuéatica se fuera vertido a un cuerpo de agua,
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es asi que se debe considerar la capacidad de dispersion del medio receptor, vientos

predominantes, entre otros factores.

Segun Beyer (2014), evaluar los riesgos potenciales de mezclas quimicas representa un
reto mas que dificil debido a la amplia gama de contaminantes antropogénicos. Considera
que existe un alto riesgo de los organismos acudticos expuestos no solo a los
contaminantes actuando independientemente sino también a los efectos combinados.
Ademas, los contaminantes afectan especialmente a etapas de la vida mas sensibles y
organismos mas sensibles; estos contaminantes interacttan a lo largo de la cadena trofica
bioacumulandose de tal forma que las especies que se encuentran en altas posiciones

ecologicas/tréficas muestran la persistencia de los contaminantes al biomagnificarse.

Sobre la base de las ideas expuestas se concluye que el efluente de la laguna de
estabilizacion EI Espinar presenté un IETP con carga toxica considerable, en los meses de
evaluacion. Situacion que esta afectando el ecosistema de la bahia interior de Puno que en
la actualidad presenta problemas de eutrofizacién. La tarea prioritaria seria establecer
pardmetros de evaluacion toxicoldgicas complementarios a las evaluaciones fisico-
quimicas. A este respecto Badii (2005), menciona la metodologia creada por Van Leeuwen
en 1990, que se basa en la concentracion de los efectos no observados (NOEC) vy la
concentracion mas baja de efectos observados (LOEC) en exposiciones agudas y cronicas.
En muchos paises de la Uni6n Europea, ya existe legislacion que establece parametros
toxicoldgicos para efluentes que son descargados en ecosistemas.

Los pardmetros NOEC, LCsyoy LOEC son dependientes del tiempo de exposicion, lo que
complica la evaluacion de riesgo ambiental. La practica sefiala que es posible estimar las
concentraciones de la NOEC para construir modelos l6gicos acerca de los resultados
tipicos de las pruebas de toxicidad (Kooijman et al., 1996).

Es asi que en estudios toxicoldgicos hay que considerar parametros de evaluacion como el
NOEC (Concentracion con efecto adverso no observable) y LOEC (Concentracion mas
baja con efecto observable); pues son estos pardmetros que ayudan a establecer la
normatividad que considere evaluaciones toxicoldgicas complementarias a las

evaluaciones fisico- quimicas.
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4.7 PROPUESTAS PARA LA MEJORA DE LA GESTION DE LOS EFLUENTES
VERTIDOS EN LA BAHIA DE PUNO

La eficiencia del tratamiento de la laguna de estabilizacion EIl Espinar, respecto a remocion
de materia organica. En el mes de agosto fue de 64.98% y en el mes de noviembre fue de
66.71%. Valores que se mostraron por debajo de lo establecido por la Norma 0OS.090, la
cual referencia porcentajes de remocion de materia organica: 78-85 % para lagunas de

estabilizacion.

De acuerdo con la evaluacion y determinacion de los impactos ambientales generados por
actividades productivas en el lago Titicaca y zonas de influencia realizado por el instituto
del Mar Peruano (2014), los resultados de la matriz de impactos, actividades econémicas y
factores ambientales en la Bahia de Puno, para octubre del 2014, mostraron que el
vertimiento de aguas residuales es una de las actividades que causaron mayor impacto
sobre la bahia de Puno, por lo que se debe priorizar la mitigacién del impacto ambiental

como medida correctiva.

Por otro lado, segun el primer monitoreo participativo interinstitucional, las
concentraciones de fosforo total encontradas (597 ug/L) es una consecuencia directa de la
contaminacion generada por la descarga continua tanto de aguas municipales crudas, la
escorrentia superficial de la microcuenca de Puno, como por la descarga de aguas
residuales deficientemente tratadas en la laguna de estabilizacion el Espinar, situacion que

ha afectado los componente de flora y fauna acuatica (ANA, 2013).

Proceso y resultados de las iniciativas de gestion ambiental

El Ministerio del Ambiente viene realizando acciones a través de comision multisectorial
para la prevencion y recuperacion ambiental del Lago Titicaca y sus afluentes conformada
segun D.S. N° 075-2013-PCM, desde el afio 2013, que estd conformada por 26

instituciones de los 3 niveles de gobierno, asi como por la sociedad civil.

La comision multisectorial, ha elaborado algunos documentos como parte de su plan de

trabajo 2014-2015, los cuales son:
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- Informe estado de la inversion pablica en la prevencién y recuperacion
ambiental del lago Titicaca — lado peruano.

- Informe estado de la calidad ambiental de la cuenca del lago Titicaca —
lado peruano.

- Proceso de elaboracion de la agenda de investigacion ambiental de la
cuenca del Lago Titicaca.

Por otro lado la agencia de promocion de la inversion privada (Pro-Inversion) y la
asociacion publico privada (APP) en la modalidad de concesion por un plazo de 30 afios,
viene impulsando el proyecto: “Sistema de tratamiento de las aguas residuales de la cuenca
del Lago Titicaca — Puno” con cddigo IP-040-2014. El objetivo general del proyecto es
desarrollar una solucién para el tratamiento de las aguas residuales municipales de la
cuenca del Lago Titicaca en Puno, en el &mbito urbano de los principales distritos ubicados
en el lado peruano de la cuenca del Lago Titicaca (Puno, San Roman, Melgar, Collao,
Azangaro, Yunguyo, Chucuito, Huancané, Moho, Lampa). La propuesta considera
mantener en buen estado el 100% de la infraestructura durante el periodo de concesion, de
modo que se asegure el cumplimiento de los niveles de servicio y se garantice la
conservacion del ambiente. El costo total de la inversion se calcula en un aproximado de

437 millones de ddlares, el proyecto se encuentra en la etapa de evaluacion.

Se considera una prioridad para la ciudad de Puno, la ejecucién y puesta en marcha del
proyecto en mencién. Debido a las deficiencias encontradas en el actual sistema de
tratamiento. Desde el afio 2010, la empresa prestadora de servicios EMSA Puno no cuenta
con la autorizacion de vertimiento, en consecuencia el lero de abril del 2016, el ANA
multé a EMSA Puno con 25 UIT por haber realizado vertimientos sin autorizacién a la
bahia interior de Puno en el Lago Titicaca (Resolucion N° 145-2016-ANA-TNRCH).

Se hacen las siguientes propuestas para la mejora de la Gestion Ambiental del efluente

vertido a la bahia interior de Puno:

Para el afio 2016, los problemas de colapso de las redes de alcantarillado asi como
de la sobrecarga de los sistemas de tratamiento de aguas residuales en época de
lluvias se han incrementado. Por lo que se identifica la necesidad de la instalacién

de una red de drenaje pluvial en la ciudad de Puno.
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Se propone a la empresa EMSA Puno, ejecute sus proyectos de ampliacion el
sistema de alcantarillado de la ciudad de Puno en cumplimiento del Programa
de Mejoramiento Institucional y operacional del Plan Maestro Optimizado 2012-
2042.

Asi también se Propone a la Municipalidad Provincial de Puno, considere la
necesidad de la construccion de un sistema de coleccién separado, de tal manera
que exista una red pluvial para evitar colmatacion de las redes de alcantarillado asi

como recarga del sistema de tratamiento de agua residual en época de lluvia.

Es importante que la empresa EMSA mejore los mecanismos de control y
fiscalizacion de los valores maximos admisibles establecido por el D.S. 021-2009
VIVIENDA, debido a que los efluentes no domésticos que se descargan al sistema
de alcantarillado causa dafio progresivo a la red de alcantarillado y sobrecarga los
sistemas de tratamiento con altas cargas organicas, aceites y grasas los mismos que

influencian en los procesos de tratamiento del agua residual.

Los resultados de la presente investigacion mostraron que la laguna de
estabilizacion el Espinar requiere control operacional y mantenimiento mas
efectivos, para que sean realizadas con eficiencia las rutinas operacionales basicas
y se implemente el mantenimiento de anotaciones diarias para montar un
archivo histérico del funcionamiento de la PTAR, fundamental en el
mantenimiento de la calidad del efluente tratado y la proteccion del medio

ambiente.

Se propone mejorar las condiciones de Operacién y Mantenimiento:

1. Mejoras a nivel de operacion basica:
- Control de Niveles del Agua
Medicion de la Profundidad de Lodos

Mejoras a nivel del mantenimiento rutinario

Mantenimiento de rejillas, desarenadores y otras estructuras de la PTAR

Remocion de Natas y Sélidos Flotantes

Control de malezas y vectores
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2. Implementacién de herramientas de Mantenimiento:
- Registros de Campo de la Operacion Bésica y Mantenimiento Rutinario

- Operacién para el Control del Funcionamiento

3. Remocion de lodos, en el afio 2009, se realizo el proyecto “Agua potable y
alcantarillado para la ciudad de Puno- Kreditanstalt Fur Wiederaufbau (KfW)”
dentro del componente “Limpieza de las lagunas de estabilizacion”, solo se realizo
la primera etapa, los trabajos ejecutados dentro de la unidad de tratamiento
secundaria fueron: el drenado, la remocion, acumulacion, estabilizado y traslado de
lodos semisecos al contorno de los diques para su carguio, transporte y disposicion
final al sector de Capullani. Quedando pendiente la segunda etapa del componente

el Limpieza de la laguna de estabilizacion primaria (EMSA Puno, 2009).

Se evidencia la necesidad de la remociéon de lodos de ambas unidades de

tratamiento, para mejorar el funcionamiento del sistema de tratamiento.

4. Capacitacion del personal, se propone un curso integral de operacién y
mantenimiento de los sistemas de tratamiento, a todos los técnicos y operadores de
la empresa EMSA Puno debido a que estas tareas son decisivas para el buen

funcionamiento del sistema.

Finalmente es importante recalcar la importancia del mantenimiento periodico
de la PTAR para conservar condiciones de limpieza e higienizacion, debido a
que las unidades de tratamiento se han convertido en un foco de proliferacion de
malos olores y de vectores de enfermedades que afecten la salud de la

poblacion, ademéas de causar dafios ambientales.

Al existir una debil conciencia ambiental e indiferencia por parte de la poblacion,
asi como el desconocimiento de los procedimientos de tratamiento y disposicion
final de las aguas residuales, se identifica la necesidad de incidir en la educacion
ambiental con el objetivo el cambio de las actitudes poblador frente a medio
biofisico y hacia una mejor comprension y solucion de los problemas

ambientales.

84



Desde el afio 2012, esta vigente el compromiso de las autoridades con la firma del
“Pacto de gobernanza ambiental” de priorizar y orientar los esfuerzos de manera
sincronizada y unificadamente a la dimension ambiental en el marco de sus
funciones y competencias, para preservar, proteger, conservar y promover el uso
racional de los recursos naturales y medio ambiente en el marco de los
lineamientos de la Politica Regional Ambiental. Pero estos compromisos no se han
cumplido, ya que en la ciudad de Puno, no hay promocién del uso racional de los

recursos, ni trabajo interinstitucional concertado referido a la problematica.

La Municipalidad Provincial de Puno podria asumir el rol de promover y asesorar
la realizacion de actividades para que la poblacion tome conciencia de que la
limpieza de su ciudad y la recuperacién de la bahia interior de Puno, no solo
mejoraran su salud y calidad de vida, sino que haran a la ciudad mas atractiva y

segura, con efectos en la mejorar econdémica por actividades con el eco-turismo.
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V. CONCLUSIONES

El grado de toxicidad del efluente de la Laguna de Estabilizacion el Espinar en
ambos meses evaluados, fue clasificado como “considerable”. Asi mismo Daphnia
pulex y Lactuca sativa L fueron organismos sensibles y respondieron a las
sustancias contaminantes presentes en el efluente, siendo Daphnia pulex la especie

que resulté con mayor grado de sensibilidad frente Lactuca sativa L.

En los bioensayos con Lactuca sativa L, la mayor inhibicion fue a nivel de la
radicula. Para las evaluaciones del mes de agosto, el analisis de regresion lineal
mostré que al incrementar 1% la concentracion de efluente, la inhibicion de
crecimiento de la radicula fue de 1.50%. Para las evaluaciones en el mes de
noviembre, se observé que hubo efecto de inhibicion del crecimiento de la radicula
con los tratamientos con mayores concentraciones pero cuando los tratamientos

fueron muy diluidos no hubieron respuestas de inhibicion.

En los bioensayos con Daphnia pulex, la CLsg del efluente en el mes de agosto fue

de 73.89% con unos limites de confiabilidad del 95% (limite inferior 71.92% y
limite superior 75.87%). La CLsy del efluente en el mes de noviembre fue de
69.10% con unos limites de confiabilidad del 95% (limite inferior 64.17% y limite
superior 74.51%).

Segun la escala de clasificacion de la carga toxica en funcion al indice de efecto
toxico potencial (escala del 1 al 6), el IETP del efluente en el mes de agosto fue de
451 y de 4.50 en el mes de noviembre. Ambos indices son catalogados como
“carga toxica considerable” lo que indica que no hubo disminucion del nivel de

toxicidad luego del tratamiento segun los resultados de los meses evaluados.
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V1. RECOMENDACIONES

Se recomienda que el Ministerio de Vivienda, Construccién y Saneamiento
proponga al Ministerio del Ambiente considerar dentro de la evaluacion de los
estandares de calidad ambiental para agua, el método para la medicion de toxicidad
aguda, utilizando al organismo Daphnia para la evaluacién de toxicidad aguas

residuales industriales y municipales, en pro de la proteccién ambiental.

Se sugiere realizar futuras investigaciones para evaluar el grado de toxicidad del
efluente de la laguna de Estabilizacion el Espinar considerando la estacionalidad en

un afio normal.

Se recomienda realizar futuras investigaciones para evaluar el grado de toxicidad
de los lodos de la laguna de estabilizacion, evaluar el grado de toxicidad de los

sedimentos de la bahia interior del Lago Titicaca.

Es necesario que la Municipalidad Provincial de Puno y la empresa EMSA Puno y
demas actores involucrados consideren la propuesta de gestion ambiental

presentada en la presente investigacion.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO |I: PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

A. Lactuca sativa L

Prueba de sensibilidad de Lactuca sativa L con el toxico de referencia Sulfato de Zinc (ZnSO,)

Concentracion Hipocotilo Radicula Inhibicién crecimiento hip Inhibicién crecimiento rad

(ppm) (mm) (mm) (%) (%)

0.001 9.04 21.78 78.48 27.4

0.01 6.45 10.63 84.64 64.58

0.1 4.10 2.2 90.25 92.66

1 0 0 100 100

10 0 0 100 100

Control 42 30 0 0

FUENTE: Elaboracion propia (2015)

B. Daphnia pulex
Parametros fisico-quimicos de los tratamientos con el toxico de referencia Dicromato

de potasio K,Cr,07

Tratamiento Concentracion (mg/L) Ph  Temperatura (°C) OD

T1 0.05 7.53 14.8 6.76
T2 0.1 7.46 14.7 6.72
T3 0.145 7.41 144 6.70
T4 0.16 7.46 141 6.69
T5 0.19 7.39 14.2 6.68
Control 0 7.75 14.5 6.87

FUENTE: Elaboracion propia (2015)

Prueba de sensibilidad de Daphnia pulex con el téxico de referencia - Dicromato de
potasio K,Cr,07

Tratamiento Concentracion mg/L  # Daphnias # Daphnias
expuestas muertas
T1 0.005 10 10
T2 0.1 10 10
T3 0.145 10 10
T4 0.16 10 10
T5 0.19 10 10
Control 0 10 0

FUENTE: Elaboracion propia (2015)
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ANEXO II: SCREENING TEST

A. Screening test para bioensayos con Lactuca sativa L.

- Afluente en el mes de agosto

Primer Screening test para inhibicion del crecimiento de hipocotilo y radicula (mm) de Lactuca

sativa L

Inhibicién  Inhibicién

Concentracion  Hipocotilo Radicula - .
crecimiento crecimiento

Tratamiento

(%) (mm) MM Thip @) rad (%)
M1D1 100 202 2789 901 19.97
M1D2 50 M52 3472 022 0.37
M1D3 25 4439 3479 052 0.17
M1D4 125 4465 3482 007 0.09
M1D5 6.25 4473 3497 -025 0.34
M1D6 313 4463 3501 002 0.46
Control - 4462 3485 000 0

Segundo Screening test para inhibicidn del crecimiento de hipocotilo y radicula (mm) de Lactuca

sativa L

Inhibicion  Inhibicién

Concentracion  Hipocotilo Radicula - .
crecimiento crecimiento

Tratamiento

(%) (mm) —Mm)  Thiooe)  rad (%)
M1D1 100 3928 2599 1211 25.42
M1D2 90 4274 2625 436 24.68
M1D3 80 4407 3290 139 5.60
M1D4 70 4443 3392 058 267
M1D5 60 4441 3434 063 1.46
M1D6 50 4458 3475 025 0.29
Control - 4469 3485 0 0
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- Efluente en el mes de agosto

Primer Screening test para inhibicion del crecimiento de hipocotilo y radicula (mm) de Lactuca

sativa L

Concentracion  Hipocotilo  Radicula Inhibicion — Inhibicion

Tratamiento crecimiento crecimiento
(%) (mm) (MM “hin @)  rad (%)
M2D1 100 40.55 28.91 9.12 17.04
M2D2 50 44.52 34.72 0.22 0.37
M2D3 25 44.63 34.81 -0.02 0.11
M2D4 12.5 44,94 35.54 -0.72 -1.98
M2D5 6.25 45.67 36.03 -2.35 -3.39
M2D6 3.13 45.80 35.67 -2.64 -2.35
Control - 44.62 34.85 0.00 0.00

Segundo Screening test para inhibicion del crecimiento de hipocotilo y radicula (mm) de

Lactuca sativa L

Inhibicién  Inhibicion

Hipocotilo  Radicula o L
crecimiento crecimiento

Tratamiento Concentracion(%)

(mm) MM hio©e)  rad (%)
M2D1 100 4112 29.78 7.22 14.94
M2D2 90 470 23.99 5.91 31.48
M2D3 80 412 3242 0.45 7.40
M2D4 70 4443 3356  -0.25 4.14
M2D5 60 a4 3476 0.41 0.71
M2D6 50 400 3563 0.72 .77
Control ; 4432 3501 0.00 0.00
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- Efluente a 50 metros del emisario en el mes de agosto

Screening test para inhibicién del crecimiento de hipocotilo y radicula (mm) de Lactuca sativa L

Tratamiento

Concentracion

Hipocotilo Radicula

Inhibicion

Inhibicién

crecimiento crecimiento

(%) (mm) —(mm)  pio o) rad (%)
M1D1 100 4879 3647 7.00 3.0
M1D2 50 5019  37.08  -10.07 481
M1D3 25 4929 3854  -8.09 8.94
M1D4 125 5179 3847  -13.57 8.74
M1D5 6.25 5679 3697  -24.54 -4.50
M1D6 313 53.96 3947  -1833  -1157
Control - 45.6 35.38 0 0

- Afluente en el mes de noviembre

Primer Screening test para inhibicion del crecimiento de hipocotilo y radicula (mm) de Lactuca

sativa L

Tratamiento

Concentracién

(%)

(mm)

Hipocotilo Radicula

(mm)

Inhibicion

Inhibicién

crecimiento crecimiento

hip (%) rad (%)
M1D1 100 43.71 27.97 5.02 20.74
M1D2 50 46.16 34.54 -0.30 2.13
M1D3 25 46.79 34.90 -1.67 1.11
M1D4 125 46.83 35.13 -1.76 0.45
M1D5 6.25 47.05 35.17 -2.24 0.34
M1D6 3.13 47.13 35.21 -2.41 0.23
Control - 46.02 35.29 0 0
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Segundo Screening test para inhibicion del crecimiento de hipocotilo y radicula (mm) de

Lactuca sativa L

Inhibicién  Inhibicién

Hipocotilo Radicula o -
crecimiento crecimiento

Tratamiento Concentracion(%)

(mm) (MM T pio06)  rad (%)
M1D1 100 4356 2461 6.40 31.05
M1D2 90 4378  27.03 5.93 24.26
M1D3 80 46.66 3327 -0.26 6.78
M1D4 70 4675  34.37 -0.45 3.70
M1D5 60 4698  34.41 -0.95 3.59
M1D6 50 4631  34.62 0.49 3.00
Control - 46.54 35.69 0 0

-Efluente en el mes de noviembre

Primer Screening test para inhibicion del crecimiento de hipocotilo y radicula (mm) de Lactuca
sativa L

Inhibicion  Inhibicién

Concentracion  Hipocotilo  Radicula - .
crecimiento crecimiento

Tratamiento

(%) (mm) (MM “hio©6)  rad (%)
M1D1 100 1860 3445 561 238
M1D2 50 4759 3592 341 .79
M1D3 25 4832 3567  -5.00 1.08
M1D4 125 1867 3545 576 0.45
M1D5 6.25 4896 3602 639 2.07
M1D6 3.13 5045 3645  -0.63 2.44
Control ] 4602 3529 0 0
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Segundo Screening test para inhibicion del crecimiento de hipocotilo y radicula (mm) de
Lactuca sativa L

Inhibicion  Inhibicién

Concentracion  Hipocotilo  Radicula - .
crecimiento crecimiento

Tratamiento

(%) (mm) (MM “hin @) rad (%)

M1D1 100 48.6 3255 443 8.80
M1D2 90 4556 34.75 211 263
M1D3 80 45,67 34.88 1.87 227
M1D4 70 46.46 3526 0.17 1.20
M1D5 60 46.75 35,60 -0.45 0.25
M1D6 50 47.02 36.21 -1.03 -1.46
Control - 46.54 35.69 0 0

B. Screening test para bioensayos con Daphnia pulex

- Afluente en el mes de agosto

Primer Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M1D1 100 10 10
M1D2 50 10 5
M1D3 25 10 0
M1D4 125 10 0
M1D5 6.25 10 0
M1D6 3.13 10 0
Control 0 10 0

Segundo Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M1D1 95 10 10
M1D2 85 10 10
M1D3 75 10 10
M1D4 65 10 6
M1D5 55 10 4
M1D6 45 10 1
Control 0 10 0
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-Efluente en el mes de agosto

Primer Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M2D1 100 10 10
M2D2 50 10 0
M2D3 25 10 0
M2D4 12.5 10 0
M2D5 6.25 10 0
M2D6 3.13 10 0
Control 0 10 0

Segundo Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M2D1 90 10 10
M2D2 85 10 10
M2D3 80 10 10
M2D4 75 10 6
M2D5 70 10 3
M2D6 65 10 0
Control 0 10 0

- Efluente a 50 metros del emisario en el mes de agosto

Primer Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M3D1 100 10 0
M3D2 50 10 0
M3D3 25 10 0
M3D4 12.5 10 0
M3D5 6.25 10 0
M3D6 3.13 10 0
Control 0 10 0
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Segundo Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M3D1 100 10 0
M3D2 95 10 0
M3D3 90 10 0
M3D4 85 10 0
M3D5 80 10 0
M3D6 75 10 0
Control 0 10 0

- Afluente en el mes de noviembre

Primer Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M1D1 100 10 10
M1D2 50 10 2
M1D3 25 10 0
M1D4 12.5 10 0
M1D5 6.25 10 0
M1D6 3.13 10 0
Control 0 10 0

Segundo Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M1D1 90 10 10
M1D2 80 10 7
M1D3 70 10 5
M1D4 60 10 4
M1D5 50 10 2
M1D6 40 10 0
Control 0 10 0
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-Efluente en el mes de noviembre

Primer Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M2D1 100 10 10
M2D2 50 10 1
M2D3 25 10 0
M2D4 12.5 10 0
M2D5 6.25 10 0
M2D6 3.13 10 0
Control 0 10 0

Segundo Screening test para mortalidad de Daphnia

Tratamiento Concentracion  # Daphnias  # Daphnias

% expuestas muertas
M2D1 95 10 10
M2D2 85 10 8
M2D3 75 10 6
M2D4 65 10 3
M2D5 55 10 1
M2D6 45 10 0
Control 0 10 0
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ANEXO I11: EVALUACION DE PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

A. Resultados para Lactuca sativa L

Resultados de temperatura, pH y oxigeno disuelto del afluente, segiin meses de evaluacion

., Agosto Noviembre
Trat. Conc%%acmn o gT o5 o T o0
(°C) (mg/L) (°C)  (mg/L)

T1 100 79 15.6 0 72 184 0
T2 97 76 15.6 0 7.1 184 0
T3 94 75 15.6 0 71 184 0
T4 91 73 15.6 0 7.0 184 0
T5 88 7.2 15.6 0 70 184 0
T6 85 7.2 15.6 0 6.9 184 0
Control 0 6.3 183 597 63 183 5.97

Resultados de temperatura, pH y oxigeno disuelto del efluente, segin meses de evaluacion

Trat Conc%%amon . Ag_lqsto 55 - N0\_/I_|embreOD

P o) (mgin) P (°C) (mgiL)
T1 100 82 156 10 79 185 1.5
T2 97 82 156 11 7.7 187 1.7
T3 94 81 156 11 7.7 187 2.1
T4 91 81 156 11 7.4 187 2.2
T5 88 81 156 11 7.3 187 2.3
T6 85 80 156 12 7.3 187 2.5
Control 0 63 183 6.0 63 183 6.0
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B. Resultados para Daphnia pulex

Resultados de temperatura, ph y oxigeno disuelto del afluente, en el mes de agosto

Trat. Conc%%acmn oH (°-E:) (mog]IIDL)
T1 40 75 175 2.5
T2 47 75 174 1.6
T3 54 75 17.6 1.3
T4 61 75 175 1.1
T5 68 75 173 0.6
T6 75 77 175 0.0
Control 0 7.6 16.9 6.8

Resultados de temperatura, ph y oxigeno disuelto del efluente, en el mes de agosto

Trat. Conc%%acmn oH (°-E:) (m%?L)
T1 65 79 184 2.7
T2 68 79 183 1.5
T3 71 7.8 181 1.3
T4 74 7.8 182 1.2
T5 177 7.8 18.3 1.8
T6 80 79 181 1.7
Control 0 76 16.9 6.8

Resultados de temperatura, ph y oxigeno disuelto del afluente, en el mes de noviembre

Trat. Conce(zg}gauon oH (°-[3) (mogl?L)
T1 45 6.7 185 3.4
T2 55 6.6 18.3 3.2
T3 65 6.6 18.2 2.4
T4 75 6.6 17.7 2.1
T5 85 6.5 17.7 1.6
T6 100 69 17.7 0.4
Control 0 68 17.7 6.8
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Resultados de temperatura, ph y oxigeno disuelto del efluente, en el mes de noviembre

ncentracion T D
Tt ST PH o) (gl
T1 50 75 18.6 4.8
T2 60 75 186 4.6
T3 65 76 18.6 4.6
T4 70 76 18.6 45
T5 80 76 185 4.3
T6 90 76 185 2.2
Control 0 6.8 17.7 6.8

C. Metodologia de las evaluaciones de calidad fisico-quimica y microbioldgica del

efluente.

Parametro Metodologia Referencia
Demanda bioldgica de oxigeno (DBO) mg/L  Método de winkler Hach, 2000
pH Potenciometria Hach, 2000
Conductibilidad eléctrica ps/cm Método electrométrico Hach, 2000
Salinidad (%) Método electrométrico Hach, 2000
Sélidos suspendidos totales (SST) mg/L Método gravimétrico Hach, 2000
Solidos totales disueltos (TDS) mg/L Método gravimétrico Hach, 2000
Nitritos mg NO2-N/L Método de diazotizacion Hach, 2000
Nitratos mg NO3-N/L Método de reduccion de Hach, 2000

cadmio

Nitrégeno amoniacal mg NH3-N/L Método colorimétrico Hach, 2000
Nitrégeno total mg/L Método colorimétrico Hach, 2000
Fésforo como Ortofosfato mgPO4/L Método colorimétrico Hach, 2000
Fésforo total mg/L Método colorimétrico Hach, 2000
Coliformes totales UFC/100mL Método filtro de membrana Hach, 2000

Coliformes termotolerantes UFC/100mL Método filtro de membrana Hach, 2000

Fuente: Adaptado de EMSA Puno (2015)

107



ANEXO IV: ANALISIS ESTADISTICO

A. ANOVA para Lactuca sativa, afluente en el mes de agosto

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: hipocotilo

Mes =ago zona=afluente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 241.7217143 40.2869524 22.44 <.0001
Error 28 50.2680000 1.7952857

Total corregido 34 291.9897143

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE hipocotilo Media
0.827843 3.266641 1.339883 41.01714

Fuente DF AnovaSS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Concentracion 6 241.7217143 40.2869524 22.44 <.0001

El analisis de varianza para el hipocotilo en el mes de agosto, sefiala la existencia de diferencia
estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del

afluente presenta un efecto diferente.
Sistema SAS

Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: radicula

Mes=ago zona=afluente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 740.1040000 123.3506667 330.19 <.0001
Error 28 10.4600000 0.3735714

Total corregido 34 750.5640000
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R-cuadrado Coef Var Raiz MSE radicula Media
0.986064 2.242131 0.611205 23.51000

Fuente DF AnovaSS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
concentracion 6  740.1040000 123.3506667 330.19 <.0001

El anélisis de varianza para la radicula en el mes de agosto, sefiala la existencia de diferencia
estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del

afluente presenta un efecto diferente.

B. ANOVA para Lactuca sativa, efluente en el mes de agosto

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: hipocotilo

Mes=ago zona=Efluente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 88.9708571 14.8284762 12.51 <.0001
Error 28 33.1880000 1.1852857

Total corregido 34 122.1588571

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE hipocotilo Media
0.728321 2.551717 1.088708 42.66571

Fuente DF  AnovaSS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

concentracion 6 88.97085714 14.82847619 12.51 <.0001
El analisis de varianza para el hipocotilo en el mes de agosto, sefiala la existencia de diferencia

estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del

efluente presenta un efecto diferente.

Sistema SAS

Procedimiento ANOVA
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Variable dependiente: radicula

Mes=ago zona=Efluente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 87.7097143 14.6182857 27.97 <.0001
Error 28 14.6320000 0.5225714

Total corregido 34 102.3417143

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE radicula Media
0.857028 2.103699 0.722891 23.953333

Fuente DF AnovaSS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Concentracion 6 87.70971429 14.61828571 27.97 <.0001

El analisis de varianza para la radicula en el mes de agosto, sefiala la existencia de diferencia
estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del

efluente presenta un efecto diferente.

C. ANOVA para Lactuca sativa, afluente en el mes de noviembre

Sistema SAS

Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: hipocotilo

Mes= nov zona=Afluente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 235.0377143 39.1729524 107.24 <.0001
Error 28 10.2280000 0.3652857

Total corregido 34 245.2657143

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE hipocotilo Media
0.958298 1.344366 0.604389 44.95714

Fuente DF AnovaSS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
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Fuente DF AnovaSS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

concentracion 6  235.0377143 39.1729524 107.24 <.0001
El analisis de varianza para el hipocotilo en el mes de noviembre, sefiala la existencia de diferencia

estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del

afluente presenta un efecto diferente.

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: radicula

Mes=nov zona=afluente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 740.1040000 123.3506667 330.19 <.0001
Error 28 10.4600000 0.3735714

Total corregido 34 750.5640000

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE radicula Media
0.986064 2.242131 0.611205 27.26000

Fuente DF AnovaSS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
concentracion 6  740.1040000 123.3506667 330.19 <.0001

El anélisis de varianza para la radicula en el mes de noviembre, sefiala la existencia de diferencia
estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del

afluente presenta un efecto diferente.

D. ANOVA para Lactuca sativa, efluente en el mes de noviembre
Sistema SAS

Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: hipocotilo

Mes=nov zona=Efluente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 20.41371429 3.40228571 4.37 0.0031
Error 28 21.78800000 0.77814286
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Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

Total corregido 34 42.20171429

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE hipocotilo Media
0.483718 1.926997 0.882124 45.77714

Fuente DF AnovaSS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
concentracion 6  20.41371429 3.40228571 4.37 0.0031

El analisis de varianza para el hipocotilo en el mes de noviembre, sefiala la existencia de diferencia
estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del

efluente presenta un efecto diferente.

Sistema SAS

Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: radicula

Mes=nov zona=Efluente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 87.7097143 14.6182857 27.97 <.0001
Error 28 14.6320000 0.5225714

Total corregido 34 102.3417143

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE radicula Media
0.857028 2.103699 0.722891 34.36286

Fuente DF AnovaSS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Concentracion 6 87.70971429 14.61828571 27.97 <.0001

El analisis de varianza para la radicula en el mes de noviembre, sefiala la existencia de diferencia
estadistica significativa (p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del

efluente presenta un efecto diferente.
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E. ANOVA y prueba de Dunnett para Daphnia pulex, afluente en el mes de agosto

Anélisis de varianza para mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del afluente

de la laguna de estabilizacion El Espinar en el mes de agosto.

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor

Pr>F

Concentraciones 6
Error 28
Total corregido 34

10.75486857
0.07376000
10.82862857

1.79247810 680.44 <.0001

0.00263429

CV=17%

(transformacién de datos raiz (Y+5))

El analisis de varianza para la mortalidad, sefiala la existencia de diferencia estadistica significativa

(p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del afluente presenta un efecto

diferente. Al salir significativo se procedio a utilizar la prueba de rango multiple de Dunnett para

comparaciones pareadas con el control, los resultados fueron los siguientes:

Prueba de Dunnett para mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del

afluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar en el mes de agosto

Concentracion Diferencia Limite de confianza al
Comparacién entre 95%Simultaneo
medias

75-0 1.63000 1.54134 1.71866 ***
68-0 1.25000 1.16134 1.33866 ***
61-0 1.08000 0.99134 1.16866 ***
54-0 0.79200 0.70334 0.88066 ***
47 -0 0.41000 0.32134 0.49866 ***
40-0 0.16800 0.07934 0.25666 ***

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estan indicadas por ***

Los resultados de la prueba de Dunnett indican que todas las concentraciones presentan un efecto

diferente al control, es decir todas las concentraciones presentan un grado de toxicidad, siendo la

dosis més baja con efecto toxico diferente al control la de 40% de agua residual.
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F. ANOVA Yy prueba de Dunnett para Daphnia pulex, efluente en el mes de agosto

Analisis de varianza para mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del efluente

de la laguna de estabilizacion El Espinar en el mes de agosto

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor

Pr>F

Concentracion 6
Error 28
Total corregido 34

11.44859429
0.14248000
11.59107429

1.90809905 374.98 <.0001
0.00508857

CV=2.4%

(transformacion de datos raiz (Y+5))

El analisis de varianza para la mortalidad, sefiala la existencia de diferencia estadistica significativa

(p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones de agua residual presenta un

efecto diferente. Al salir significativo se procedio a utilizar la prueba de rango multiple de Dunnett

para comparaciones pareadas con el control, los resultados fueron los siguientes:

Prueba de Dunnett para mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del

efluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar en el mes de agosto

Concentracion Diferencia Limite de confianza al
Comparacion entre 95%Simultaneo
medias

80-0 152600 1.40278 1.64922 ***
77-0 1.28000  1.15678 1.40322 ***
74-0 1.08000  0.95678 1.20322 ***
71-0 0.65800 0.53478 0.78122 ***
68 -0 0.25000 0.12678 0.37322 ***
65-0 0.04200 -0.08122 0.16522

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estan indicadas por ***

Los resultados de la prueba de Dunnett indican que las concentraciones a partir de 68% presentan

un efecto diferente al control, es decir todas estas concentraciones presentan algin grado de

toxicidad, siendo la dosis mas baja de 65% presenta un efecto similar al control, por lo cual se la

puede considerar la concentracion con efecto adverso no observable, mientras que la concentracion

de 68% es la minima que si presenta efecto toxicoldgico en muestras del efluente de la laguna

Espinar.
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G. ANOVA y prueba de Dunnett para Daphnia pulex, afluente en el mes de noviembre

Anélisis de varianza para mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del afluente
de la laguna de estabilizacion El Espinar en el mes de noviembre

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 9.94432000 1.65738667 345.19 <.0001
Error 28 0.13444000 0.00480143
Total corregido 34 10.07876000

CV=2.2% (transformacion de datos raiz (Y+5))

El analisis de varianza para la mortalidad, sefiala la existencia de diferencia estadistica significativa
(p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del afluente presenta un efecto
diferente. Al salir significativo se procedio a utilizar la prueba de rango multiple de Dunnett para

comparaciones pareadas con el control, los resultados fueron los siguientes:

Prueba de Dunnett para mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del

afluente de la laguna de estabilizacion El Espinar en el mes de noviembre

Concentracién Diferencia Limite de confianza al

Comparacién entre 95%Simultaneo
medias
100-0 1.63000 151030 1.74970 ***
85-0 139600 1.27630 1.51570 ***
75-0 113600 1.01630 1.25570 ***
65-0 0.98400 0.86430 1.10370 ***
55-0 0.65800 0.53830 0.77770 ***
45-0 0.37000 0.25030 0.48970 ***

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estan indicadas por ***

Los resultados de la prueba de Dunnett indican que todas las concentraciones presentan un efecto
diferente al control, es decir todas estas concentraciones presentan algun grado de toxicidad, la

concentracion de 45% es la minima que presenta efecto toxicoldgico en muestras del afluente.
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H. ANOVA y prueba de Dunnett para Daphnia pulex, efluente en el mes de noviembre

Anélisis de varianza para mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del efluente
de la laguna de estabilizacion El Espinar en el mes de noviembre

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 10.63886857 1.77314476 323.23 <.0001
Error 28 0.15360000 0.00548571
Total corregido 34 10.79246857

CV=2.5% (transformacion de datos raiz (Y+5))

El analisis de varianza para la mortalidad, sefiala la existencia de diferencia estadistica significativa
(p=0.001), indicando que por lo menos una de las concentraciones del efluente presenta un efecto
diferente. Al salir significativo se procedié a utilizar la prueba de rango multiple de Dunnett para

comparaciones pareadas con el control, los resultados fueron los siguientes:

Prueba de Dunnett para mortalidad de Daphnia pulex sometida a seis concentraciones del

efluente de la laguna de estabilizacion EI Espinar en el mes de noviembre

Concentracion Diferencia Limite de confianza al
Comparacion entre 95%Simultaneo
medias

90-0 1.63000 1.50206 1.75794  ***
80-0 1.28000 1.15206 1.40794  ***
70-0 1.01600 0.88806  1.14394 *=**
65-0 0.65800  0.53006  0.78594  ***
60-0 0.44600  0.31806  0.57394 ***
50-0 0.16800  0.04006  0.29594  ***

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estan indicadas por ***

Los resultados de la prueba de Dunnett indican que todas las concentraciones presentan un efecto
diferente al control, es decir todas estas concentraciones presentan algun grado de toxicidad, la

concentracion de 50% es la minima que presenta efecto toxicoldgico en muestras del efluente.
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ANEXO V: RESULTADOS DE LOS BIOENSAYOS

A. Resultado de los bioensayos con Daphnia pulex, afluente en agosto

Mortalidad de Daphnia pulex, segun tratamientos

% R1 R2 R3 R4 R5
T175 10 10 10 10 10

T2 68 7 7 7 8 7
T361 6 6 6 6 6
T4 54 4 4 4 4 5
T547 2 2 2 2 2
T6 40 1 0 1 1 1
Control 0 0 0O O O
(T: tratamientos, R: NUmero de repeticiones)

B. Resultado de los bioensayos con Daphnia pulex, efluente en agosto

Mortalidad de Daphnia pulex, segin tratamientos

% R1 R2 R3 R4 RS

T180 9 9 10 9 9
T277 7 7 7 8 8
T374 6 6 6 6 6
T471 3 3 3 4 4
T5 68 1 1 1 2 1
T5 65 1 0 0 0 O
Control O 0O O O O
(T: tratamientos, R: NUmero de repeticiones)
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C. Resultado de los bioensayos con Daphnia pulex, afluente en noviembre

Mortalidad de Daphnia pulex, segin tratamientos

% R1 R2 R3 R4 R5
T1100 10 10 10 10 10

T2 85 8 8 8 9 8
1375 6 6 7 7 6
T4 65 6 6 5 5 5
T555 3 3 4 4 3
T6 45 1 2 2 2 2
Control 0O 0O O O O
(T: tratamientos, R: NUmero de repeticiones)

D. Resultado de los bioensayos con Daphnia pulex, efluente en noviembre

Mortalidad de Daphnia pulex, segin tratamientos

% R1 R2 R3 R4 R5
T190 10 10 10 10 10

T2 80 7 7 7 8 8
T370 6 6 5 5 6
T4 65 3 4 3 4 3
T5 60 2 3 2 2 2
T6 50 0O 1 1 1 1
Control 0O 0O O O O

(T: tratamientos, R: NUmero de repeticiones)
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E. Resultados de Bioensayos con Lactuca sativa L, afluente en agosto

Hipocotilo Radicula
Concentracion (%) R1 R2 R3 R4 R5 Promedio R1 R2 R3 R4 R5  Promedio
0% 4460 44.60 4410 4540 4540 4480 348 34.10 33.10 35.40 35.40 34.56
85% 4350 43.80 43.50 43.50 4250 4336 26.9 27.00 27.20 26.10 26.10 26.66
88% 4220 41.90 42.00 41.80 41.70 4192 255 2570 2510 25.80 25.70 25.56
91% 41.60 41.50 41.50 39.40 41.30 41.06 239 23.80 23.90 23.00 2350 23.62
94% 40.20 40.60 40.00 40.30 40.20 40.26 233 23.10 23.00 23.30 22.70 23.08
97% 40.50 40.00 40.60 39.00 38.70 39.76 226 22.30 22.10 21.60 22.00 22.12
100% 40.20 38.20 34.30 34.80 32.30 3596 218 20.40 18.70 19.80 18.30 19.80

F. Resultados de Bioensayos con Lactuca sativa L, efluente en agosto

Hipocotilo Radicula
Concentracion (%) R1 R2 R3 R4 R5 Promedio R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
0% 44.60 44.60 44.10 45.40 45.40 44.82 34.80 34.10 33.10 35.40 35.40 34.56
85% 44.80 44.50 44.20 44.70 44.70 44,58 27.70 27.80 28.40 27.90 27.00 27.76
88% 43.30 43.50 44.00 39.80 44.30 42.98 27.30 27.40 26.30 23.90 26.30 26.24
91% 42.20 43.90 43.90 42.50 42.40 42,98 25.80 25.80 25.50 25.20 25.00 25.46
94% 42.00 42.10 42.10 42.10 42.20 42.10 22.50 22.70 21.80 22.40 22.00 22.28
97% 41.10 41.60 41.20 41.90 40.00 41.16 21.60 21.30 21.90 22.00 21.70 21.70
100% 40.50 40.70 41.20 41.00 36.90 40.06 20.90 20.30 20.10 20.80 19.20 20.26
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G. Resultados de Bioensayos con Lactuca sativa L, afluente en noviembre

Hipocotilo Radicula
Concentracion (%) R1 R2 R3 R4 R5 Promedio R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
0% 45.20 45.50 44.90 45.80 45.30 45.34 34.80 34.10 33.10 35.40 34.80 34.44
85% 47.80 50.20 47.90 47.30 47.00 48.04 33.70 32.10 33.00 32.40 32.20 32.68
88% 49.00 49.60 49.20 49.50 48.90 49.24 29.10 29.10 29.50 29.90 29.30 29.38
91% 41.20 41.60 41.80 41.80 41.50 41.58 26.60 24.90 24.90 24.80 24.90 25.22
94% 42.90 42.80 42.60 42.50 42.20 42.60 24.40 24.10 24.60 24.40 24.50 24.40
97% 43.10 44.10 43.90 43.20 44.90 43.84 23.10 23.50 23.40 23.30 23.50 23.36
100% 4430 43.70 44.00 44.40 43.90 44.06 20.50 21.80 21.70 22.20 20.50 21.34

H. Resultados de Bioensayos con Lactuca sativa L, efluente en noviembre

Hipocotilo Radicula
Concentracion (%) R1 R2 R3 R4 R5 Promedio R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
0% 44.60 44.60 44.10 45.40 45.40 44.82 34.80 34.10 33.10 35.40 35.40 34.56
85% 46.50 46.90 45.90 46.40 45.90 46.32 35.00 36.20 36.50 36.80 35.90 36.08
88% 45.00 44.90 45.30 45.80 45.30 45.26 35.60 35.70 36.60 36.80 37.00 36.34
91% 45.30 45.20 45.10 44.60 44.30 4490 34.80 35.00 34.80 35.10 34.80 34.90
94% 45.70 45.90 45.70 45.50 45.60 45.68 34.00 34.40 34.00 33.90 33.70 34.00
97% 46.70 46.50 46.50 46.90 46.70 46.66 33.70 33.50 33.30 32.90 33.20 33.32
100% 48.60 43.10 47.20 47.80 47.30 46.80 32.30 29.10 31.60 31.90 31.80 31.34
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ANEXO VI: PANEL FOTOGRAFICO

Muestras colectadas de agua residual

Preparacion del agua de dilucion
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Preparacion de pruebas preliminares con Lactuca sativa L

Incubacién de la bateria de ensayo a 20 °C
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Inhibicién de crecimiento de Lactica sativa L con efluente

Inhibicién de crecimiento de Lactica sativa L con el téxico de referencia
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Laboratorio de cultivos auxiliares IMARPE Puno

Preparacion de pruebas de sensibilidad con Daphnia pulex
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Georeferenciacion de los puntos de muestreo
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Etiquetado y preservacion de las muestras
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ANEXO VII: PLANO DE LOS PUNTOS DE MUESTREO
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