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1. RESUMEN

En este trabajo se evalud la calidad y la toxicidad de los sedimentos de la
Laguna de Trupan, comuna de Tucapel, regién del Biobio, Chile, en funcion de los
analisis del contenido de materia organica, Fésforo total, Nitrdgeno total y la
determinacion del antibiotico, Oxitetraciclina, ademas de evaluar la toxicidad con
organismos bioindicadores como Daphnia magna y Lactuca sativa.

El pH en las estaciones de la laguna se determind en un rango de 5-6, el contenido de
materia organica promedio va desde 8,1+0,1 % a 9,8 + %0,1 en el sedimento en la zona
centro de la Laguna Tucapel, entre los micronutrientes (Fésforo y Nitrégeno total) el
Nitrégeno se encuentra en mayor cantidad desde 4,0 a 17,5 mgL'y el Fésforo es el
micronutriente limitante desde 0,109-0185 mgL™. Los ensayos de toxicidad indicaron
gue los sedimentos de la laguna no presentan ningun efecto toxico sobre los organismos
bioindicadores Daphnia magna, Pseudokirchneriella subcapitata y Lactuca sativa. No
se encontré presencia de concentraciones de Oxitetraciclina en los sedimentos de la
Laguna Trupan, sin embargo al evaluar el efecto mediante pruebas de toxicidad con los
bioindicadores a concentraciones crecientes de Oxitetraciclina, se observdé que si es

un agente toxico para los organismos.
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2. INTRODUCCION

Los sedimentos proporcionan una indicacion temporal integrada de las condiciones
del medio acuatico ya que son considerados un sumidero de contaminantes tanto
organicos como inorganicos, que ingresan y/o se generan en la columna de agua
(Caccia et al., 2003) y pueden alcanzar niveles de contaminacion (Adams et al.,
1992; Burton & Scott, 1992).

Segun lzquierdo et al., (1997) los sedimentos son considerados el Gltimo reservorio
de una gran cantidad de sustancias y elementos producidos en forma natural o por
actividad antropogénica. Constituyen una matriz ambiental (Elderfield, 1978) en que
en forma natural su composicién depende de la constitucion mineralégica de las
rocas madres, de la produccién primaria, de los procesos adjetivos y sedimentarios
del lugar (Libes, 1992).

Las dos fuentes primarias de sedimento lacustre son el material transportado al lago
desde el area de drenaje del mismo y los sedimentos producidos dentro del
propio lago a partir de diversos procesos fisico-quimicos y bioldgicos
(Arche,1970).

Cuando los contaminantes ingresan al cuerpo de agua, los compuestos se
particionan entre la fase acuosa y material en suspension, siendo estas formadoras

de sedimentos a los largo del tiempo (Walker, et al., 2006).

Los contaminantes asociados a los sedimentos pueden ser re suspendidos de forma
natural (procesos fisicos y bioldgicos) o por la actividad humana (Burton,

2002). La alteracion de esta matriz se produce por la entrada de componentes de
origen antropico, que pueden llevar a cambios importantes en las conductas de los
organismos que viven asociados a estos sustratos, su viabilidad e incluso la

desfaunacion en casos extremos (Rudolph et al., 2005).



Segun lo indicado en la Revista Aqua (2013) la psicultura ubicada en Polcura es la
tercera mas antigua de Chile, el comienzo de sus actividades fue en 1953 a cargo
del Instituto de Fomento Pesquero, a fines del afio 1986 fue comprada por
Camanchaca debido a su ubicacion estratégica, se encuentra ubicada en la comuna

de Tucapel, sector de Antuco, region del Biobio.

El ingreso de la materia organica, producto de la alimentacion de los salmones
especificamente mediante los desechos, indica que la entrega de alimento impacta
en dos formas al medio, mediante el alimento no consumido por los peces y en las

heces producidas por los peces, esto se ve reafirmado con Rehbein (2011).

La materia organica que ingresa de la alimentacion, el total del alimento suministrado
para la produccion de salmones un 25% de los nutrientes es asimilada por éstos,
mientras que un 75% a 80% queda en el ambiente de una forma u otra. Una parte
importante de estos desechos va al fondo y otro porcentaje queda en la columna de

agua (Buschmann, 2001).

Los rios, lagos o embalses sufren eutrofizacion cuando sus aguas se enriquecen
con nutrientes, siendo los fosfatos y nitratos los que mas influyen en este proceso.
En algunos ecosistemas el factor limitante es el fosfato, como sucede en la mayoria

de los lagos de agua dulce (Rivas et al., 2009).

Desde el punto de vista de la dinamica lacustre, es posible determinar la distribucion
de materiales en razén a su tamafio y su apertura al viento, siendo un determinante
para su rapida dispersion; sin embargo, esto no implica una distribucién total del
material pues ya se ha comprobado que para los nutrientes Nitrogeno y Fosforo

existe una tendencia a su acumulacién en el sedimento.

El Fosforo posee un papel importante en el metabolismo biolégico y en los cuerpos
lacustres, generalmente actia como limitante de la productividad biologica. El
intercambio de fésforo entre los sedimentos lacustres y el agua es un factor

determinante en la situacion tréfica de lagos y embalses. Su importancia se basa en
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un aparente movimiento neto del Fésforo hacia el agua, debido a que los sedimentos
actian como un depésito y en condiciones particulares de anoxia y cambios de
potencial rédox son liberados, contribuyendo asi a una importante fuente interna.
La concentracibn de FoOsforo que poseen los sedimentos, contribuyen como
importante fuente interna para la eutrofizacion (Ruiz et al., 2005).

Segun Carmargo y Alonso (2007) el Nitrogeno presente en el agua puede llegar a
generar acidificacion de rios y lagos con baja o reducida alcalinidad; eutrofizacion
de las aguas y proliferacion de algas toxicas; toxicidad directa de los compuestos

nitrogenados para los animales acuaticos.

Los rios, lagos o embalses sufren eutrofizacion cuando sus aguas se enriquecen
con nutrientes, siendo los fosfatos y nitratos los que mas influyen en este proceso.
En algunos ecosistemas el factor limitante es el fosfato, como sucede en la mayoria

de los lagos de agua dulce (Rivas et al., 2009).

El concepto de nutriente limitante esta basado en el crecimiento de plantas acuaticas
y la relacién molar N/P. El valor de esta relacion la determina el nutriente limitante
en el cuerpo de agua. Asi el nutriente que controla la maxima cantidad de biomasa
es aquel que se consume primero 0 que alcanza un minimo antes que los demas
nutrientes en la estequiometria de la reaccién. Como regla general se considera
gue cuando la relacibn molar N/P es >16, cabe esperarse que el P sea el factor
limitante. Cuando N/P= 16 ninguno de los nutrientes es limitante; es decir, ambos
elementos constituyen la proporcion atdbmica en el fitoplancton, y cuando N/P<16, el
nutriente limitante deberia ser el Nitrégeno; es decir, que el Nitrbgeno es menos
abundante que el Fésforo con respecto a la demanda metabdlica del fitoplancton
(Redfield, 1958).

Otro tipo de contaminantes que ingresan a los cuerpos de agua debido al cultivo de
salmones son los antibidticos. Sustancia quimica producida por un ser vivo o
derivado sintético que destruye o inhiben el crecimiento de otros microorganismos.

Estos pueden ser sintetizados, creandose una gran variedad derivados con distintos
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métodos de accidn, especificidad y toxicidad. En animales, estos son utilizados para
el tratamiento o prevencion de enfermedades, asi como también para promover el
crecimiento. Por otra parte Chile es uno de los mayores actores en acuicultura en el
mundo y se utilizan varios antibiéticos, esto esta ligado a la necesidad de prevenir
(uso profilactico) y controlar la incidencia de patdégenos que afectan los sistemas de
cultivo (Barattini, 2012).

Desde el afio 1909 ya existen registros del uso de formalina para el control de
infecciones por Costia nexatrix (pequefio parasito cosmopolita de forma piriforme).
El Cobre y el verde de malaquita entraron en los afios 1920 y 1930 como
desinfectantes, asi como también lo fueron compuestos de amonio cuaternario.
Asimismo a finales de 1930, se inicia la aplicaciébn de Sulfamerazina para el

tratamiento de enfermedades bacterianas (Alderman y Michel, 1992).

Segun Midtvedt y Lingaas (1992), también existen casos en que los
antimicrobianos y antibiéticos son usados en salmones sanos, porque favorece a
las bacterias, ya que al aumentar su exposicion a tales drogas, permiten una
mayor posibilidad de seleccibn de mutantes resistentes espontaneos
favoreciendo su supervivencia frente a la presion selectiva de los antimicrobianos

y antibioticos.

Los antibidticos autorizados seguin Sernapesca para su uso en el pais son el Acido
Oxolinico, Amoxicilina, Eritromicina, Flumequina, Florfenicol y Oxitetraciclina. De
éstos, los mas utilizados son el Florfenicol y la Oxitetraciclina (Barattini, 2012).

Estos son utilizadas en las etapas tempranas del crecimiento de los salménidos,
donde generar un crecimiento mas sano de la poblacién en los estanques de
cultivos, siendo la Oxitetraciclina la mas utilizada en estudios de investigaciones de

antibioticos en sedimentos (Cook et al., 2014).

La Subdireccion de Acuicultura, del Departamento de Salud Animal, en relacion al

uso de antimicrobianos en centros de cultivo de agua dulce, la principal enfermedad
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que justificé la utilizacion de antimicrobianos fue la Flavobacteriosis (68%), seguida

por la Renibacteriosis (26%) (figura 1)

M Flavobacteriosis
M Renibacteriosis

B Otras

Figura 1. Participacion porcentual de antimicrobianos utilizados en la fase de cultivo
de agua dulce durante el afio 2015, segun diagnostico.

Fuente: Informe sobre uso de antimicrobianos en la salicultura nacional 2015,
SERNAPESCA.

Entre los antimicrobianos utilizados para el tratamiento de la Flavobacteriosis,
predomind el uso de la Oxitetraciclina (81%) seguido por Florfenicol (19%); mientras
que, en el caso de los antimicrobianos aplicados para el control de la Renibacteriosis
predomina el uso de la Oxitetraciclina (77%) seguida de la Eritromicina (21%) y
Florfenicol (2%) (figura 2).

M Eritromicina
i Florfenicol

m Oxitetraciclina

Figura 2. Participacion porcentual de antimicrobianos utilizados en la fase de cultivo
de agua dulce durante el afio 2015 para el tratamiento de Renibacteriosis.

Fuente: Informe sobre uso de antimicrobianos en la salicultura nacional 2015,
SERNAPESCA.
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La Oxitretraciclina (OTC) pertenece al grupo de las tetraciclinas es moderadamente
lipdfilica, pero lo suficiente como para atravesar facilmente las diferentes barreras
celulares, distribuyéndose en todo el organismo (figura 3). Es uno de los grupos de
antibiéticos que se utilizan para el tratamiento de infecciones causadas por
patdgenos intracelulares como Rickettsias, debido a su amplio espectro de accion.
También pueden utilizarse en otro tipo de infecciones bacterianas como

flavobacteriosis.

Figura 3. Estructura quimica de la Oxitretraciclina
Fuente: Prescott y Baggot (1991)

La principal via de aplicacion de antibidticos es a través del alimento y la absorciéon
del farmaco por parte del pez, varia en gran medida segun el tipo de antibi6tico
administrado. Debido a la disminucion del apetito que experimentan los peces con
enfermedades bacterianas y a la baja satifactoriedad del alimento suplementado con
drogas (Hustvedt et al.,, 1991), aproximadamente el 20-30% del antibacteriano
administrado es ingerido por los peces, mientras que el 70-80% restante se

distribuye en el medio ambiente (Lunestad y Samuelsen, 1992).

Los antibioticos son excretados por el pez y en el alimento medicado no consumido,
son incorporados al agua y/o al fondo del estanque de cultivo. En los procesos de
limpieza, parte de estos antibidticos podrian quedar en los lodos, con una actividad

antimicrobiana que es necesario evaluar.
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Segun Pier Barattini (2012) en el documento Antibidticos en Acuicultura, los
antibiéticos como los fenicoles tienen un porcentaje de absorcibn mayor al 90%,
siendo una cantidad muy baja la que es excretada a través de las heces. Otros, sin
embargo, tienen porcentajes de absorcion muy bajos en el intestino del pez,
aumentando su presencia en el medio acuatico, como es el caso de la
Oxitetraciclina. Estos valores van a depender de la biodisponibilidad de los
antibioticos en el pez, la que puede verse influenciada por el medio donde se

encuentre.

El analisis quimico de antibiéticos desde diferentes matrices es complejo debido a
la necesidad de realizar una extraccidbn previa. Los antibidticos consisten
normalmente de un centro apolar y uno o mas grupos funcionales, los que se
disocian o protonan dependiendo del pH del medio. Agentes extractantes apolares
0 muy polares pueden llevar a una extraccion incompleta, por lo que en general se

ocupan buffers levemente acidos en combinacion a solventes organicos.

La evaluacion del estado de alteracion de los sedimentos por la acumulaciéon de
compuestos quimicos, asociados a material particulado proveniente a la actividad
antropogénica, es un factor de contaminacion constante. Por otra parte, la diversidad
de compuestos quimicos que se acumulan en los sedimentos, que reaccionan
dando origen a otros diferentes y la sinergia producida por los efectos toxicos de
ellos hacia los organismos, son un proceso complejo y dificil de analizar (Ahumada,
2006).

Para evaluar la peligrosidad de sedimentos (categorizacion), se pueden utilizar
indices, mediante los cuales se logran unificar datos de bioensayos de toxicidad junto

a informacion fisicoquimica en un anico valor (Peluso et al., 2012).

Para poder evaluar la toxicidad de los sedimentos se utilizaron organismos
bioindicadores como Daphnia magna, Selenastrum capricornutum y Lactuca sativa.
La toxicidad medida a través de los ensayos de toxicidad con organismos esta

referida a los efectos causados por compuestos en la fase soluble o solubilizados,
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de tal modo que en el caso de matrices sélidas es necesario llevar a esta fase los
materiales contaminantes contenidos en los sdélidos que se desean analizar (por
ejemplo sedimentos, suelos y productos industriales), aplicando un procedimientos
controlado que permita en el andlisis de su toxicidad.

Los resultados de toxicidad que surjan de esta clase de manejo de muestra ya
sea por medio de elutriado, de extractos organicos o ambos, pueden ser aplicables
para comparaciones de dosis—efectos, cuando se comparan con el contenido de
contaminantes, asi mismo es de utilidad para zonificar los gradientes de afectacion
en un sitio o, en su defecto, para el seguimiento del comportamiento en el tiempo

de un material que se sospecha toxico (Ramirez y Mendoza, 2008).
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3. HIPOTESIS

Elingreso en la Laguna Trupan de materia organica, Fosforo, Nitrégeno y antibidtico,

generan un impacto en la calidad del sedimento y en su toxicidad.

4. OBJETIVOS

Evaluar la calidad de los sedimentos de Laguna Trupan a través del contenido de
materia organica, Fésforo, Nitrogeno total, y del antibidtico y su toxicidad mediante

organismos bioindicadores.

4.1 Objetivos especificos:

- Evaluar la calidad de los sedimentos de la Laguna Trupan a partir del
porcentaje de materia organica, Nitrégeno y Fosforo total.

- Evaluar toxicidad de los sedimentos a partir de los organismos bioindicadores
Daphnia magna, Pseudokirchneriella subcapitata y Lactuca sativa.

- Implementar la metodologia para la determinacion del antibiético
Oxitetraciclina por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

- Evaluar la toxicidad del antibi6tico Oxitetraciclina mediante los organismos
bioindicadores Daphnia magna, Pseudokirchneriella subcapitata y Lactuca

sativa.
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5. MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1 Toma de muestra

La Laguna Trupan tiene una profundidad promedio de 6 metros y unos 600 metros
de largo y 300 de ancho, recibe agua del canal Zafiartu y luego sigue su curso hasta
el rio Huepil (actualizacion plan de desarrollo comunal de Tucapel (2010-2014).

El 15 de octubre del afio 2015 se realizo6 el muestreo en la Laguna Trupan ubicada
en la Comuna de Tucapel, donde se procedi6 a tomar muestras de sedimento
utiizando una draga Van Veen, se recolecté aproximadamente 250 g de los
primeros 5 cm de sedimentos. Cada muestra fue obtenida en triplicado y colocadas
en bolsas plasticas y congelados a -18°C. Las muestras fueron descongeladas
posteriormente en el laboratorio y fraccionadas al azar para realizar los ensayos de
toxicidad y la determinacién de los micronutrientes.

En la tabla 1 se muestran las coordenadas de ubicacion para cada estacién de

muestreo ubicadas en la Laguna Trupan, comuna de Tucapel.

Tabla 1. Ubicacion y puntos de muestreo de las estaciones en la Laguna Trupan.

Estacion Profundidad | Latitud Longitud
(metros)

El 8,9 37°28'49'75 71°81'48°05

E3 53 37°28'37'48 71°81'54'72

E2 2,7 37°28'29'46 71°89'66’84
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Figura 4. Laguna Trupan, sus tributarios y estaciones de muestreo
Fuente: Google imagen, digital globe (2015).

5.2 Determinacién de pH.

Para la determinacion del pH se utilizé6 el método potenciométrico en suspension
del sedimento con agua destilada en relacion de 1:10, la cual se procedié a mezclar
mediante un agitador magnético por 15 minutos; luego se dejé en reposo por 15
minutos y finalmente se registré los valores del pH. La calibracion del medidor de
pH se llevo a cabo mediante soluciones tampon HACH® de pH= 4, 00 (+/- 0,02) y
pH= 7,00 (+/- 0,02), a 20 °C (Willard et al., 1974).

5.3 Determinacién de materia organica

El contenido de materia orgénica total fue determinado gravimétricamente por la
técnica de pérdida de peso por ignicién. Los sedimentos obtenidos por cada
estacion se masaron (100 gr aprox.) durante dos dias se secaron en la estufa a 60
°C. Los crisoles durante 2 hrs se dejaron en la mufla y se procedié a masar 3 gr de
cada una del sedimento triturado y se depositaron en crisoles para luego dejarlos
en la mufla a temperatura constante de 450 °C durante cuatro horas y finalmente se
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dejaron en el desecador durante 2 horas (Nelson y Sommers,1996;ASTM,2000
(Blume et al,1990).

5.4 Preparacién de elutriado para la determinacion de nutrientes y toxicidad.

La preparacion del elutriado se realizd segun la metodologia de Dinnel & Strober
(1985) agitando 100 g de sedimento con 100 mL de agua destilada, filtrada y
aireada, en un agitador Heidolph Unimax 1010 (MERCK), a 5 rpm por 10 minutos,
para posteriormente dejar en frio (4 °C) por 12 horas para que se separe la fase

liguida (elutriado) de los sedimentos.

5.5 Determinacion de Foésforo total

Se determiné Fosforo total mediante el método fotométrico Spectroquant con un
intervalo de medida entre 0,02 -2,29 mgl! P20s. Marca Merck. Se pipeted 5 mL del
elutriado de sedimento en una cubeta de reaccion , se afiadié una dosis de P-1K,
luego esta cubetas de reaccion se calentaron durante 30 min a 120 °C en el
termoreactor , al pasar el tiempo indicado estas fueron retiradas y se dejaron enfriar
hasta temperatura ambiente, se agregaron 5 gotas de P-2K cerrary se mezcld, luego
se afiadid una dosis de P-3K,se agito intensamente la cubeta para disolver las
sustancia sélida y finalmente se procedié a analizar en equipo fotométrico

Spectroquant.
5.6 Determinacion de Nitrogeno total

Se determind Nitrégeno total el mediante método fotométrico Spectroquant con un
intervalo de medida entre 10-150 mgl* de Nitrdgeno de Marca Merck. Se pipeted
1mL del elutriado en una cubeta redonda vacia, a la misma cubeta se debi6 agregar
9 mL de agua destilada, una mini cucharada azul de N-1k, 6 gotas de N-2K, luego
esta cubetas de reaccion se calentaron durante 1 hora a 120 °C en el termo reactor,

al pasar el tiempo indicado se retiraron se dejaran enfriar hasta temperatura
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ambiente, se pipeted 1 mL de la muestra preparada en un tubo de ensayo seguido
de la adicion de 1mL de N-3k y finalmente se colocara las cubetas para medir en el

equipo fotométrico Spectroquant.

5.7 Evaluacion de la toxicidad con Daphnia magna en elutriado de sedimento

Se utilizé6 D.magna, obtenida desde cultivos por el Laboratorio de toxicologia de la
Universidad Catolica de la Santisima Concepcion.

Se prepararon las soluciones de agua reconstituida y de cultivo agregando NaHCO3
(2,59 gLt), MgS04+7 H20 (4,93 gL 1), KCI (0,23 gL?), CaCl2*2H20 (11,76 gLY) a1
L con agua destilada y con un contenido de oxigeno disuelto mayor al 80 %. El
medio fue renovado tres veces por semana, y los cultivos fueron alimentados de
acuerdo a la norma (NCh 2083. Of 1999).

Se evalué la toxicidad aguda utilizando neonatos de D. magna, menores a 24 h de
vida (neonatos). Se utilizé el elutriado preparado con el sedimento de la laguna bajo

prueba, con 10 individuos por cubeta y en triplicado expuesto por 48 horas.

5.8 Ensayo de toxicidad con Pseudokirchneriella subcapitata con elutriado de

sedimento

Se utilizé Pseudokirchneriella subcapitata obtenida del Laboratorio de Bioensayos
del Centro Regional de estudios Ambientales (CREA) de la Universidad Catdlica de
la Santisima Concepcion.

Los cultivos se llevaron a cabo siguiendo el procedimiento de USEPA (1993). y
mediante la norma chilena NCh 2706 (2002) En ambos medios cada una de las
sales fueron disueltas en 0,5 L de agua mili Q y esterilizada a 121°C por 30 min en
el equipo de autoclave modelo TMQ CV 3870. Las microalgas se incubaron en
matraces Erlenmeyer de 1L a 23 £+ 2°C bajo luz de espectro blanco en un fotoperiodo
de 18 h luz y 8 h de oscuridad. Las pruebas de inhibicibn de crecimiento de

microalgas fueron realizadas en tubos transparentes y esterilizados de 5 mL de
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vidrio de boro silicato. En cada tubo se colocaron muestras de elutriado de sedimento
(5 mL), posteriormente se le agrego 1,5 mL de un inéculo de microalgas con la
densidad celular optima incluyendo controles. Cada tratamiento fue realizado por
triplicado. Las pruebas con las microalgas se llevaron cabo en condiciones
controladas de iluminacion continua con luz blanca fria de 11.000 lux y temperatura
de 2 0- 21°C. La concentracion de biomasa se midio diariamente durante el
transcurso del experimento desde tiempo 0 hasta las 72 h en términos de densidad
optica (USEPA, 2002) a una longitud de onda de 680 nm, utilizando un colorimetro
Nannocolor PT-3 MACHEREY-NAGEL.

5.9 Determinacion del antibidtico Oxitetraciclina en sedimentos de la Laguna

Trupan.

5.9.1 Extraccioén del antibiético Oxitetraciclina

La extraccion se realizé de acuerdo a los procedimientos previamente desarrollados
y validados por IFOP (2011). Se tomaron aproximadamente 3 gramos de sedimento
himedo. Luego se agregaron 30 mL de solucién de &cido oxalico 0.1 M en metanol
y se agito vigorosamente en forma manual por 10 segundos y en vortex por 30
segundos. Posteriormente se zonificd durante 30 minutos y se centrifugo a 4000 rpm
por 10 minutos. Con una jeringa de 5 mL, se tomd el sobrenadante y se filtr6 con
filtro 0,22 uym, 13 mm. Didmetro, sobre viales para HPLC, debidamente rotulado con
tapa.

Se utilizd un equipo HPLC 1100 series Agilent, con detector de arreglo de diodos.
Una columna ZORBAX Eclipse Plus C18 Analytical de 4,6 mm x 150 mm de 5 —
micron, la fase movil es 20% Acetronitrilo — 80 % Ac. Oxalico, la longitud de onda
utilizada fue 355 nm, inyeccion 20 uL y un tiempo de retencion de 4.6 min.

Paralelamente, se realiz6 una curva de calibrado del antibidtico Oxitetraciclina. La

curva se realizd con cinco concentraciones, luego se procedio a filtrar con filtros
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0,22 uym, 13 mm de diametro, de PVDF sobre viales para HPLC, debidamente

rotulado con tapa.

5.9.2 Ensayos de toxicidad del antibiético Oxitetraciclina

5.9.2 a Ensayo de toxicidad aguda con Lactuca sativa

Para evaluar la toxicidad del antibidtico Oxitetraciclina se utilizaron las siguientes
concentraciones 1, 2, 4,5, 6 y 10 ppm de Oxitetraciclina.

En cada placa Petri para cada solucién en triplicado, se procedié a colocar papel
filtro en cada uno de ellas las cuales fueron empapado con las soluciones se
depositaron 10 semillas de lechuga Romana (Bionda Degli Ortolani Vilmarin
standard seed-Fislec rules) de forma ordena se taparon, se envolvieron con papel,
luego fueron incubadoras a 18 °C y evaluadas al paso de 76 horas (Ramirez &
Mendoza, 2008).

5.9.2 b Ensayo de toxicidad aguda con Pseudokirchneriella subcapitata.

Para evaluar la toxicidad del antibiético Oxitetraciclina se utilizaron las siguientes
concentraciones 1,2,4,5,6 y 10 ppm de Oxitetraciclina.

Se utilizé Pseudokirchneriella subcapitata, los cultivos se llevaron a cabo siguiendo
el procedimiento de USEPA (1993) y mediante la norma chilena NCh 2706 (2002).
Las pruebas de inhibicion de crecimiento de microalgas fueron realizadas en tubos
de ensayos depositando 5 mL de soluciones de Oxitetraciclina, luego se agregé
1,5 mL de un in6culo de microalgas. Las pruebas se llevaron cabo en condiciones
controladas de iluminacion y temperatura con luz blanca fria de 11.000 lux y
temperatura de 20- 21°C. La concentracion de biomasa se midio desde la hora 0
hasta las 72 h en términos de densidad oOptica (USEPA, 2002) a 680 nm.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados del pH en muestra de sedimento de Laguna Trupan

Los ensayos realizados para la determinacion del pH de la Laguna Trupan indican
valores 4cidos de pH.
En la figura 5 se observa el promedio de pH por estacion, obtenidos mediante la

utilizacion de potenciémetro.
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Figura 5. Concetracion hidrogenionica (pH) en estaciones de la Laguna Trapan.

Se observa que el pH en cada estacion de sedimento de la laguna Trupan entre si
son distintos pero, todas ellas presentan un caracter acido, al igual las barras de erro
estan relacionadas con las diferencias que existe en cada estacion. Presentando un
pH mas acido la estacion 1 en comparacion con las otras estaciones.

Las aguas dulces tienen el pH entre 6.5 y 8.7, pero la Laguna Trupan presenta un
pH entre 5,54 y 5,83; lo que indica que tiene una tendencia a ser una Laguna acida,
segun Roldan et al., (2008) Lagos y Lagunas acidos se encuentran en regiones
volcanicas.

La Laguna Trupén tendria su origen acido debido a la afluencia de sus aguas de
regiones volcanicas, en este caso seria debido al volcan Antuco, segun los criterios

de aguas o efluentes tratados para uso de riego (2005), el pH del cuerpo de agua
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es considerando normal cuando esta en un rango 6.5 — 8.4, cuando esta fuera de
este rango es considerado anormal, el cual puede producir un desbalance nutricional

0 contener un componente toxico.

Segun los resultados presentes en la bases limnoldgicas para la gestion de los
lagos urbanos de Concepcién (2016), muestra los siguientes promedios de pH: 8,29
(Laguna Lo Galindo), 8,18 (Laguna Tres Pascualas), 7,73 (Laguna Lo Méndez), 8,07
(Laguna Redonda), teniendo un caracter acido todos los cuerpos de agua , otro
estudio de Caracterizacion fisica y quimica de las aguas de los lagos Chungard y
Cotacotani (1987), indica un pH respectivos a los cuerpos de aguas de 9,12 y
8,96, estando en el rango de basico ,para ambos casos estos coinciden con que
los cuerpos de agua dulce estan en un rango 6.5 y 8.7 , a excepcion de lagos
Changard, el cual es uno de los lagos mas altos del mundo y la Laguna Trupan el

cual se encuentra en un region volcanica.

Algunas veces las aguas con baja salinidad (CE < 0.2 dS/m) tienen pH anormal por
su baja capacidad amortiguadora. Un agua de estas caracteristicas, normalmente,
causara pocos problemas en suelos o cosecha pero es muy corrosiva, por lo que
puede impactar significativamente los equipos de riego. En los casos que el pH del
agua de riego no esta en el rango de 6.5 — 8.4, el pH del suelo se vera afectado muy
lentamente, ya que el suelo resiste bastante los cambios de pH, al observar el pH
de la Laguna Trupan (5,46;5,54;5,83), se puede considerar que es un agua
débilmente &cida.

Los resultados de pH obtenidos en las estaciéon de la Laguna Trupan segun el
informe final del 2005” criterios de calidad de aguas o efluentes tratados para uso
en riego” , especificamente en la tabla 2 (expresado en término de valores minimo
y maximo), indica la clase de la laguna segin un rango establecido, siendo
excepcional agua de mejor calidad que la clase 1, que por su extraordinaria pureza
y escasez, forma parte del patrimonio ambiental de la Republica, clase 1 indica que
es una laguna de muy buena calidad también que es agua apta para la proteccion

y conservacion de las comunidades acuaticas, para el riego irrestricto, Clase 2 es
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de buena calidad e indica un agua apta para el desarrollo de la acuicultura, de la
pesca deportiva y recreativa y Clase 3 que es agua de calidad regular que indica un
agua adecuada para bebida de animales y para riego restringido. Segun el pH
obtenido de las aguas de la laguna Trupan los cuales fueron 5,46; 5,54; 5,83; al ser
comparados con los valores presentes en la tabla 2, no se puede clasificar ya que
esta por debajo de los limites establecidos de la Norma Secundaria de Calidad
Ambiental, la cual para toda clase el valor es el mismo por lo que no existe

clasificacion dependiendo de un valor de pH.

Tabla 2.Limites de Clases Norma Secundaria de Calidad Ambiental.

Grupo de | Unidad Clase de | Clasel Clase 2 Clase3
elementos excepcion

0

compuesto

pH unidad 6,5-8,5 6,5-8,5 6,5-8,5 6,5-8,5

Fuente: Criterios de calidad de suelos y de aguas o efluentes tratados para uso en
riego, 2005.

6.2 Contenido de Materia Organica en las muestras de sedimento de Laguna

Trupan.

Los ensayos realizados para la determinacion del porcentaje de materia organica
en el sedimento de la Laguna Trupan, esta relacionado con la profundidad de la
estacion.

En la figura 6 se observa el porcentaje de materia organica por estacion, obtenidos

mediante el método de ignicién.
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Figura 6. Porcentaje de materia organica en estaciones de la Laguna Trupan

En la grafica de la figura 6. se observo que la materia organica en las estaciones
muestreadas se encuentran dentro de un rango del 8%. Sin embargo la Estacion 1

estacion 1 con 8,6 % y el que posee el menor % de materia organica 8,00 % es E.3.

La materia organica total en sedimentos de la laguna present6 valores promedio
entre 8,00,1% a 8,60,1%, siendo la estacién 1 la con mayor valor, lo cual esta
relacionado con la profundidad de esta. Se debe considerar que la mayoria de esta
materia organica puede ser proporcionada por el canal Zafartu sumado a la
profundidad de esta estacion.

En la base limonologica para la gestion de los lagos urbanos de Concepcion, Chile
(2016), presenta los siguientes resultados de porcentaje de materia organica de
cuatro lagunas urbanas de Concepcion los cuales son, 22,30% (Lo Galindo),
28,67% (Laguna Tres Pascualas), 16,83% (Lo Méndez), 7,41% (Laguna Redonda),
se debe tener en cuenta de que estas son lagunas urbanas por lo que el ingreso de
nutrientes debe ser mayor lo que generaria un porcentaje mayor de materia organica

en comparacion con la Laguna que se encuentra a las afuera de la ciudad.

Segun la revista agricola Terralia la disponibilidad de materia organica en el suelo

va proporcionan una mayor capacidad tampén, la materia organica tiende a
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acidificar el medio favoreciendo indirectamente la absorcion de nutrientes por las
plantas. Al observar los resultados se puede corroborar que la laguna posee un pH
relativamente &cido y que los valores de las tres estaciones no fluctian mucho entre
ellas.

La clasificacion propuesta por Ungemach (1960) considerando los sedimentos de
39 lagos europeos y un lago africano (el Victoria) divide los sedimentos lacustres en
dos categorias: aquellos con porcentaje de materia organica mayor del 10%,
clasificados como sedimentos organicos del tipo gyttja; y los que presentan

porcentajes menores del 10%; designados como sedimentos minerales.

6.3 Determinacién de nutrientes

Los ensayos realizados para la determinacion de Fosforo y Nitrégeno en el
sedimento de la laguna Trupén, siendo el Fosforo el nutriente de menor cantidad. En
la figura 7 se representa graficamente la cantidad en mgL* de Fésforo por
estacion. Los graficos para Fosforo y Nitrdgeno se realizaron por separado para

poder tener una mejor apreciacion de forma individual para cada micronutriente.
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Figura 7. Fosforo total en al estaciones de sedimento de la Laguna Trupan
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En la figura 7.se aprecia que la cantidad de Fosforo total es distintos entre
estaciones. Se determiné una mayor cantidad de Fésforo total en la estacion 3, en
la estacion 2 es en donde se encuentra menor cantidad de Fasforo total.

La cantidad de Fosforo varia dependiendo de la procedencia del material organico
pero en términos generales se encuentra en un rango de 0.1 a 2 % (base seca) de
P20s (Burés, 1997).

La caracteristica que coincide con los resultados obtenidos en la Laguna Trupan es
que el Fosforo es el nutriente mas bajos en las Lagunas. El Fésforo suele ser
bastante escaso en las aguas dulces por lo que limita el crecimiento de las
poblaciones de organismos, por esta razon cuando hay un suministro por fuentes
antropicas, como efluentes domésticos y agricolas. Una parte de este Fosforo es
capaz de impactar rapidamente al ecosistema, aumentando la productividad primaria
generando un efecto de eutrofizacion, mientras que, otra parte es acumulada en los
sedimentos bajo distintas formas quimicas, una mas facilmente utilizable por los

organismos que otras (Suarez. et al; 2013).

En la figura 8 se representa graficamente la cantidad en mgL! de Nitrégeno por
estacion en los sedimentos de Laguna Trupan.
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Figura 8. Nitrogeno total en al estaciones de sedimento de la Laguna Trupan
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En la grafica de la figura 8. se observo diferencia del contenido de Nitrégeno total
entre las estaciones muestreadas, el contenido de Nitrégeno total en los sedimentos
de la laguna fluctGia entre los 4,0 y 17,5 (mg L). El mayor contenido de Nitrégeno
total se determiné en la estacion E.1 la cual es la salida de la laguna mientras que
el menor contenido se encontré en la estacion 2.

En la mayoria de los casos de eutrofizaciéon en agua dulce, el Unico nutriente de las
plantas que puedes ser probablemente limitante es el Fosforo y generalmente se

sefiala como culpable de la eutrofizacion excesiva (Stanley, 2007).

Al comparar los resultados presentes en la bases limnoldgica para la gestidén de los
lagos urbanos de Concepcion (2016), son los siguientes; Fosforo 3132,4mg/Kg,
Nitrégeno 5781,7mg/Kg (Laguna Lo Galindo), Fosforo 2943,2 mg/Kg, Nitrégeno
3054,4 mg/Kg (Laguna Tres Pascualas), Fosforo 3796,4 mg/Kg, Nitrégeno 4879,5
mg/Kg (Laguna Lo Méndez), Fosforo 666,4 mg/Kg, Nitrégeno 1855,7 mg/Kg (Laguna
Redonda). Los valores son mayores a los obtenidos en Laguna Trupan, eso puede
deberse al aporte antrépico ya que estas son Lagunas urbanas.

Lanza y Caceres (1994) indican que los asentamientos urbanos incrementan el
contenido de Nitrégeno por el aporte de aguas de desechos. Este aumento puede
amortiguarse por dilucion cuando las caracteristicas de circulacion y corrientes
locales lo permiten, asociado a la geomorfologia y condiciones pluviales y fluviales.
Sin embargo, el aumento puede ser mayor si las condiciones ambientales se
encuentran aisladas o confinadas, en el caso de la Laguna Trupan es un area que

es cercana a la comuna y que es ocurrentemente visitada.

El estudio de la composicion guimica de los organismos que constituyen al plancton,
llevada a cabo por Redfield, condujo al establecimiento de la relacion de Redfield,
que establece la relacion constante entre los distintos elementos constitutivos de la
materia organica (C:N:P) lo que se traduce en una relacién también constante entre

las concentraciones de los nutriente en el agua de mar.
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La materia organica de una comunidad Fitoplanctonica oceanica tipica segun
Redfield (1963), tiene la composicién elemental en términos de nimero de atomos

o moles en relacién al fosforo, P:N:C=1:15,5:108.

En la tabla 3. se muestran para cada estacion de la laguna Trupan las relacion de
Redfield entre el Nitrogeno y Fosforo (mg/L?t) , indicando que el nutriente limitante

en las tres estaciones es el Fosforo.

Tabla 3. Relacion Redfiel, en Laguna Trupan, Comuna de Tucapel.

Estaciones Razén Limitante
Nitrogeno/Fasforo

(mg/L?)
Estacion 1 17,5/0,161=108,7 | Fésforo limitante
Estacion 2 14 /0,109 =128,4 | Fésforo limitante
Estacion 3 4/0,185=21,6 Fosforo limitante

Nitrégeno y Fésforo total son elementos esenciales para formas de vida acuatica,
un incremento brusco de estos elementos, debidos principalmente a las actividades
antropogénicas, es la causa principal de eutrofizacion de los lagos. El Fosforo es
generalmente el nutriente limitante para el crecimiento de algas y por consiguiente,
controla la productividad primaria de los cuerpos de agua. Las fuentes naturales de
Fosforo y Nitrégeno son principalmente el desgaste de rocas y la descomposicion
de materia organica en tanto el mayor aporte antropogénicos es debido a las aguas
servidas, particularmente las que contienen detergentes, efluentes industriales y

drenajes agricolas rico en fertilizantes.

Los resultados obtenidos de las estaciones los cuales al ser comparados con la
“Guia para el establecimiento de las Normas Secundarias de calidad ambiental para
aguas continentales superficiales y Marinas” de diciembre del 2015 (tabla 4),
especificamente es comparado con el estado oligotréfico debido su contenido de

Fosforo. Se puede apreciar que ambos nutrientes estan por debajo de lo
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establecido. Al ser una laguna oligotrofica es un cuerpo de agua con baja
productividad primaria, como resultado de contenidos bajos de nutriente por lo tanto

es baja la produccién de algas.

Tabla 4.Tabla comparacion Fosforo y Nitrogeno total Laguna Trupan

Elemento o | Unidad Estado Estado Estado Estado Laguna
compuesto Ultraoligo | oligotrofico Meso Eutrofico Trupan
trofico trofico
Nitrégeno pgL? <60 (300) | 250 (450) | 400 (750) > 400 4-17,5

total (750)
Fosforo pgL <5(7.5) 10 (10) 20 (30) > 20 (30) 0,109-
Total 0,185

Fuente: Decreto 9 “Norma secundaria calidad ambiental para aguas continentales

superficiales y marinas.

6.4 Resultados toxicidad en muestras de sedimento de Laguna Trupén

con D. magna.

Los ensayos realizados para la determinacion del porcentaje de mortalidad indican
que los sedimentos no tienen un efecto letal agudo en los neonatos de la D.magna
En la figura 9 se observa el porcentaje de mortalidad de la D. magna luego de 72

hrs de exposicion al elutriado del sedimento.
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Figura 9. Porcentaje de mortalidad de D. magna en las muestras de elutriado

sedimento de Laguna Trupén.

En la gréfica de la figura 9. Se observo diferencia en el porcentaje de mortalidad de
D.magna, entre los elutriado de las respectivas estaciones. Se observa que la
mortalidad de Daphnia es mayor en las estacion 1 (26,7%) y estacion 3 (23,3%),
encontrandose un menor porcentaje de mortalidad en las estaciones 2 (13,3%) y en
el blanco.

Se puede inferir que el sedimento no tiene un efecto letal agudo en los neonatos
de la D.magna debido a que en ninguna estacion el sedimento género la muerte

al 50 % de la poblacion después de un periodo de exposicion de 48 horas.

Los daphnidos, han sido registrados como uno de los organismos acuaticos mas
sensibles que se han utilizado en ensayos de toxicidad, estos organismos son
representantes importantes de la comunidad zooplanctonica, (EPA, 1993). Segun
Chamorro (2005). Es uno de los organismos mas utilizados en la realizacion de este
tipo de estudios, basicamente por ser altamente sensibles a la presencia de bajas
concentraciones de contaminantes y responder a un gran numero de agentes

toxicos de naturaleza diversos, son los daphnidos.
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El analisis estadistico Anova (tabla 6) determino que no existe diferencias entre
las varianzas, debido a que mi F caiculado (1,88) €s menor a F (3.8)criico ( 4,066 )y para
comprobarlo se utiliza el segundo criterio con P (0,2116) es mayor al a (0,05) por
ende no se rechaza la hipoétesis nula , lo que indica que no existe diferencia entre

las variables diferente.

6.5. Toxicidad en muestras en muestras de sedimento de Laguna Trupan.

con Pseudokirchneriella subcapitata

Los ensayos realizados para la determinacion de la biomasa de P.subcapitata,
indicando que no existe un potencial efecto téxico sobre P.subcapitata en t=0y t=96

hrs.
En la figura 10 se observa la biomasa de P.subcapitata luego de 96 horas de

exposicion al elutriado del sedimento.

Absorbancia

Efluente pisicultura Afluente Laguna Efluente Laguna Blanco
Trupan Trupan
E3m u E.2

Tiempo: O Hrs. Tiempo: 96 Hrs.

Figura 10. Densidad celular de P. subcapitata, en las estaciones evaluadas a tiempo
0y a 96 horas.
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En la grafica de la figura 10. Se muestra que entre los tiempos 0y 72 hrs existe una
diferencia apreciable entre las estaciones de la laguna, a tiempo cero a pesar de
que también existe diferencia entre ella ,esta no es tan amplia entre ellas, a las 72
hrs se observa una diferencia significativa entre ellas. Se observa que el mayor
crecimiento de P.subcapitata se dio en la estacion 2 mientras que el menor
crecimiento se observé en la estacion 3.

En los sedimentos no se observa un potencial efecto tdéxico sobre P.subcapitata en
t=0 y t=96 hrs. Se puede observar que su crecimiento no se vio afectada ya que las
absorbancias aumentaron. Segun Grandos et al. (2008) cuando las células son
expuestas a muestras que contienen contaminantes toxicos su crecimiento se ve
inhibido.

El analisis estadistico Anova (tabla 7), sefiala que no se rechaza la hipétesis nula,
lo que indica que no existe diferencias en entre las varianzas significativas, debido
a que el F calculado (3,66) es menor a el F (3,8) critico (4,07) y para comprobarlo
se utiliza el segundo criterio P (0,0630) el cual es mayor al a (0,05) por ende no
se rechaza la hipoétesis nula; lo que indica que no existe diferencia entre las

varianzas.

6.6 Determinacion del antibiético Oxitetraciclina en sedimentos de la Laguna

Trupan

En ninguna de las estaciones analizadas se encontrd la presencia del antibiotico
Oxitretraciclina, al observar (anexo viii.e) los respectivos espectros por estacion y
réplica se puede apreciar mas de una sefial pero ninguno correspondiente al
antibiotico estudiado, debido a esto se realiz6 una extraccidon con recuperacion
(anexo VIII. g) agregando 600 uL de una solucién de 2 ppm de Oxitetraciclina,

obteniéndose los siguientes resultados.
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Tabla 5.Resultados de extraccion y recuperacion del antibiotico Oxitetraciclina de

los sedimentos en las estaciones de Laguna Trupan

ppm Extraccién muestras sedimento
Laguna Trupan % recuperacion (ppm)
Estaciones A B C D A B C D
E1 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 102,6 | 101,3 | 100,25 | 98,25
E2 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 116,75 | 96,95 | 102,35 | 96,25
E3 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 103,8 | 89,00 | 100,23 | 88,1

El porcentaje de recuperacion del antibiético Oxitetraciclina de los sedimentos en
las estaciones de Laguna Trupan, se puede decir de que el método de extraccion
fue eficaz ya que se obtuvo la concentracion del estandar agregado (anexo viii.f), lo
que confirma que no se encontré la presencia del antibiético en la muestra de

sedimento estudiado.

6.7 Toxicidad a concentraciones crecientes de Oxitetraciclina con Lactuca

Sativa

Los ensayos realizados para la determinacién del porcentaje de germinacion, indica
gue la Oxitetraciclina es toxica sobre L.sativa a las 72 hrs.
En la figura 11 se observa el porcentaje de germinacién de L.sativa a 72 hrs de

exposicion.
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Figura 11. Porcentaje de germinacion de Lactuca sativa a distintas concentraciones

crecientes de Oxitetraciclina a las 72 hrs.

Segun Pentreath et al. (2015) el ensayo de germinacion y elongacion de la radicula
se realiza con los constituyentes solubles en agua teniendo en cuenta, para el

resultado, la cantidad de semillas germinadas y la media del crecimiento de la raiz.

De la cantidad total de semillas por estacion (30) no se observé germinaciones ni
algun tipo de crecimiento en ella, esto sucedio en las tres estaciones, por lo que se
puede decir que el antibiético resulta téxico en el medio, es decir, que puede
producir un efecto adverso en el sistema bioldgico, dafiar su estructura o funcion, o
producir la muerte. Con Phaseolus vulgaris (guisante) se observé que los antibidticos
Clortetraciclina y Oxitetraciclina disminuyen el crecimiento y el desarrollo de
la planta a dosis de 10 pg mL* (Batchelder, 1981; 1982), valores comparables con
los obtenidos en este estudio con la L.sativa en la cual a ninguna concentracion se

observa un crecimiento (germinacion de la semilla).

Mediante el analisis estadistico Anova de dos vias (figura 37), no se acepta la
hipotesis nula (las horas de exposicion y concentraciones no tienen un efecto en la
germinacion semillas de L.sativa debido a que los F calculados (1 y 4360,63247)

son mayores de F criticos (3,32583453 y 4,10282102), respectivamente.
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6.8 Toxicidad a concentraciones crecientes de Oxitetraciclina con

Pseudokirchneriellasubcapitata

Los ensayos realizados para la determinacion de la densidad de P.subcapitata
indicando que existe un efecto téxico.
En la figura 12 se observa la densidad de P.subcapitata, a distintas concentraciones

de Oxitetraciclina.

0,12 |
0,1
= 0,08
£ 0,06
-E ’ 4 - Ohrs
o
2 0,04 72 hrs
- . |
0,02 -
0 .
Blanco 1,5 2 4 6 10
Oxitetraciclina ppm

Figura 12.Densidad celular de la P.subcapitata a concentraciones crecientes de

Oxitetraciclina

El antibiético Oxitetraciclina produce una inhibicion sobre la P.subcapitata a las 72
horas, llegando a medir absorbancia 0 produciendo una inhibicién del crecimiento.
Segun Grandos et al. (2008), cuando las células son expuestas a muestras que
contienen contaminantes toxicos su crecimiento es inhibido.

Segun Bielen et al. (2017), en el estudio Negative environmental impacts of
antibiotic-contaminated effluen from pharmaceutical industries”, donde se desarrollo
un bioensayos con P. subcapitata; cual fue expuesto a dos efluentes de compafias
distintos con presencia de antibibticos, teniendo como resultado toxico para la

especie, resultado que coincide con el obtenido en el presente estudio.
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Considerando que P.subcapitata forma parte de las algas fotosintéticas que
constituyen la base de la cadena alimenticia en los ecosistemas acuaticos, cualquier
alteracion de estos organismos autotrofos pueden causar efectos graves de manera
ascendentes en otros organismos, como lo es el estudio herbivoro en los niveles

troficos superiores (Kobraei y White, 1996).

El analisis estadistico Anova de dos vias (figura 38), para el caso de las
concentraciones se acepta la hipétesis nula (las concentraciones no tienen un
efecto en la P.subcapitata, debido a que la F calculados (0,98901) es menor al F
critico (5,0503), pero en el caso de las horas no se acepta la hipétesis nula (las horas
no tienen un efecto en la absorbancia de la P.subcapitata) ya que F calculado
(11,3250) es mayor a F critico (6,6078).
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1)

2)

3)

4)

7. Conclusiones

La Laguna Trupan posee un pH &cido, debido al aporte que realiza el rio

Laja en donde se encuentra el volcan Antuco.

El mayor porcentaje de materia organica en Laguna Trupan se encontro en
la estacion 1, lo cual esta relacionado con la profundidad de la estacion y el
aporte que realiza el canal Zafartu.

El contenido de Fosforo total fue mayor en la estacion 2. En algunos
ecosistemas el factor limitante es el fosfato, como sucede en la mayoria de
los cuerpos de agua dulce.

A partir de la relacion molar planteada por Redfield (1958) se considera que
cuando la relacién molar N/P es >16, el P seré el factor limitante, lo cual se
demostré en todas las estaciones de la Laguna Trupan.

5) Al evaluar la calidad del sedimento a través de un punto de vista

6)

7

8)

9)

ecotoxicoldgico, el sedimento de laguna Trupan no se observo un efecto letal
en los bioindicadores D.magna , Pseudokirchneriella subcapitata y L.sativa.

En el sedimento estudiado de Laguna Trupan no se encontrd
concentraciones del antibiotico Oxitetraciclina.

Al evaluar la toxicidad del antibiético Oxitetraciclina mediante los organismos
bioindicadores con D.magna, L.sativa y Pseudokirchneriella subcapitata es un
potencial agente toxico, lo cual se apreciar con una alta mortalidad, inhibicién
en la germinacion en y crecimiento celular.

El ingreso de materia organica, fésforo y Nitrogeno total no produce un
impacto en la calidad y toxicidad del sedimento.

Al implementar la metodologia por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) en la determinacion de Oxitetraciclina se obtuvieron altas

recuperaciones por lo tanto la metodologia fue exitosa.
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8. ANEXO

Ensayos de Daphnia sp en sedimentos.

Tabla 6. Resultados de la prueba estadistica ANOVA (una via) a ensayos de
toxicidad con Daphnia Magna en los sedimentos de la laguna Tucapel. Octubre
2015

One-Way AQV for Factor by Vr

Source DF SS MS F P
Vr 3 6,2000 2,06667 1,88 0,2116
Error 8 8,8000 1,10000

Total 11 15,0000

Ensayos de en sedimentos con Pseudokirchneriella subcapitata

Tabla 7. Resultados de la prueba estadistica ANOVA (una via) a ensayos de
toxicidad Pseudokirchneriella subcapitata con en los sedimentos de la laguna
Tucapel. Octubre 2015

One-Way AOQOV for resp by factor Vr
SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 2097.72 699.239 3.66 0.0630
WITHIN 8 1527.05 190.882

TOTAL 11 3624.77
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Curva de calibrado Oxitetraciclina

Curva de calibrado
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Figura 13. Curva de calibrado Oxitetraciclina

16,5803068 -17,0697881
_pen in

ee 1,22227808 6,87633271 ee
des pen |0,98395821 8,45053049 des in

Y=16,58x-17,07
R?= 0,984

Int=b / LDD = int + 3 des int /Y=LDD

& mx+b-=b+ 3 desint
X=3desint/m

X= 3 *8,45053049 / 16,5803068

X =1,5290182369 = 1,53

El limite de deteccién nos indica que 1,53 ppm es la concentracion minima de
Oxitetraciclina que el equipo pude detectar.
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Espectros extraccion

Extracciéon Estacion 1

En esta estacidén no se encuentra presente el antibiotico Oxitetraciclina.
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Figura 15. Espectro extraccion Oxitetraciclina Estacionl (réplica B)
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Figura 16. Espectro extraccion Oxitetraciclina Estacionl1(réplica C)
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Figura 17. Espectro extraccion Oxitetraciclina Estacionl (réplica D)
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Extraccién Estacion 2
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Figura 18. Espectro extraccion Oxitetraciclina Estacion 2(réplica A)
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Figura 19. Espectro extraccion Oxitetraciclina Estacién 2(réplica B)
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Figura 20. Espectro extraccién Oxitetraciclina Estacion 2(réplica C)
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Figura 21. Espectro extraccion Oxitetraciclina Estacion 2(réplica D)
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Extracciéon Estacion 3
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Figura 22. Espectro extraccion Oxitetraciclina Estacion 3(réplica A)
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Figura 23. Espectro extraccién Oxitetraciclina Estacion 3(réplica B)
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Figura 24. Espectro extraccién Oxitetraciclina Estacion 3(réplica C)
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Figura 25. Espectro extraccion Oxitetraciclina Estacion 3(réplica)
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8.c Espectros extraccion por recuperacion
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Flgura 27.Espectro extraccion por recuperacion Oxitetraciclina estacion

1(réplica B)
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DAD1 A, Sig=355,8 Ref=off (161107\00000012.D)
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Customized Report: CONC
Sorted By Signal
Signal 1: DAD1 A, Sig=355,8 Ref=o0off
| Peak| RT | Width | Area | Area % |Amount | Name |
| & | [min] | [min] | I | ——————- | I
= | ————— | = == M |
| 1] 4.256| 0.143]| 20.947| 40.083| 2.005|OXITETRACICLINA|
| 2] 6.860| 0.231] 31.311| 59.917| 0.000| |

Figura 28.Espectro extraccion por recuperacion Oxitetraciclina estacion 1(réplica C)

DAD1 A, Sig=355,8 Ref=off (161107\00000013.D)
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L 0 2 4 6 8 miny
Customized Report: CONC
Sorted By Signal
Signal 1: DAD1 A, Sig=355,8 Ref=o0ff
| Peak| RT | Width | Area | Area % |Amount | Name |
| # | [min] | [min] | | s il |
e e o === o e js e fEEssam s |
| 1] 4.248| 0.144| 20.329| 58.636| 1.965|OXITETRACICLINA|
| 2| 6.834| 0.211| 14.341| 41.364| 0.000| |

Figura 29.Espectro extraccion por recuperacion Oxitetraciclina estacion 1(réplica D)
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Estacion 2

E2.A
DAD1 A, Sig=355,8 Ref=0ff (161107\00000014.D)
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Customized Report: CONC
Sorted By Signal
Signal l: DAD1 A, Sig=355,8 Ref=off
| Peak| RT | Width | Area | Area % |Amount | Name |
| # | [min] | [min] | I == | I
tss=toemssses o bemmmssssse T | Vemmmsssesssssss |
| 1] 4.264| 0.143]| 26.083| 78.991| 2.335|OXITETRACICLINA|
| 2| €.880| 0.223) €.937| 21.009| 0.000| |
Figura 30.Espectro extraccidon por recuperacion Oxitetraciclina estacion 2(réplica A)
E2.B
DAD1 A, Sig=355,8 Ref=0ff (161107\00000015.D)
mAU |
B 1
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] vV |.|| ,,;‘ §
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L 0 2 4 = 3 miry
Customized Report: CONC
Sorted Bwv Signal
Signal 1: DAD1 A, Sig=355,8 Ref=off
| Peak| RT | Widcth | Area | Area % |Amount | Name |
| # | [min] | [min] | I = I
=i === == === | NI (s sy ve s rs v ey I
| 1] 4.2352| 0.144| 12.824 65.450| 1.939|OXITETRACICLINA|
| 2| 6.882| 0.208| 10.517| 34.550| 0.000|

Figura 31.Espectro extraccion por recuperacion Oxitetraciclina estacion 2(réplica B)
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DAD1 A, Sig=355,2 Ref=0ff (161107\00000016.D)
maU [ ]
3
|
& |
| A r"' 8
4 NIWR o~
vV I\ . &
2- e
od i "‘ BT . st B
1
1 1 y | ] T 1
= 0 2 4 5 3

miny

Customized Report: CONC

Sorted By Signal

Signal 1: DAD1 A, Sig=355,8 Ref=off

| Peak| RT | Width | Area | Area % |Amount | Name |
| # I [min] | [min] | | f———— I I
e e A b= U LSS |
| 1] 4.269)| 0.143| 21.60%) €4.06€64 | 2.047 |OXITETRACICLINA|
| 2| 6.925| 0.220| 12.122] 35.936| 0.000|

Figura 32.Espectro extraccion por recuperacion Oxitetraciclina estacion 2(réplica C)

E2.D
DAD1 A, Sig=355, 8 Ref=0ff (161107\00000017.D)
mAU |
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= 0 2 - 5 8 min
Customized Report: CONC
Sorted By Signal
Signal l1: DAD1 A, Sig=355,8 Ref=off
| Peak| RT | Width | Area | Area % |Amount | Name |
| & | [min] | [min] | | fmss=mrss | |
e e fsmmee e T frmmoeoes [ Isoooooooarmeeee |
| 1] 4.275] 0.150| 18.705| 57.278| 1.925|OXITETRACICLINA|
| 2| 6.967| 0.230] 14.697| 42.722| 0.000|

Figura 33.Espectro extraccion por recuperacion Oxitetraciclina estacion 2(réplica D)
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Estacion 3

DAD1 A, Sig=355,8 Ref=0ff (161107\00000018.D)
maU |
8 |
6 t
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Customized Report: CONC
Sorted By Signal
Signal 1: DAD1 A, Sig=355,8 Ref=o0ff
| Peak| RT | Width | Area | ARrea % |A&mount | Name |
I & 7 [min] | [min] | 1 be====—= | I
bbb e o b
| 1| 4.274| 0.147| 22.0862] 59.024| 2.07€ | OXITETRACICLINA|
| 2| 6.937| 0.212| 15.316| 40.976| 0.000| |

Figura 34.Espectro extraccion por recuperacion Oxitetraciclina estacion 3(réplica A)

DAD1 A, Sig=355,8 Ref=0ff (161107\00000015.0)
mAU '|
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Customized Report: CONC
Sorted By Signal
Signal 1: DAD1 A, Sig=355,8 Ref=o0off
| Peak| RT | Width | Area | Area % |Amount | Name |
| Y [min] | [min] | I f—————= I |
== b= b b= | SRR T |
] 1] 4.275]| 0.144| 17.449| 55.778| 1.780|OXITETRACICLINA|
| 2] 6.937]| 0.223] 13.834| 44.222| 0.000| |

Figura 35.Espectro extraccidon por recuperacion Oxitetraciclina estacion 3(réplica B)
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E3.C

DAD1 A, Sig=355,8 Ref=0ff (161107\00000020.0)
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Customized Report: CONC
Sorted By Signal
Signal 1: DAD1 A, Sig=355,8 Ref=off
| Peak| RT | Width | Area | Area % |Amount | Name |
=& 1 [min] | [min] | I e I I
e S === b= o= ===
| 1| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 | OXITETRACICLINA|
| 2] 6.954| 0.211| 13.301| 100.000]| 0.000| |

Figura 36.Espectro extraccion por recuperacion Oxitetraciclina estacion 3(réplica C)

E3.D
DAD1 A, Sig=355,8 Ref=off (161107\00000021.D)
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v T Y T T T
L 0 2 4 6 8 min
Customized Report: CONC
Sorted By Signal
Signal 1: DADI A, Sig=355,8 Ref=0ff
| Peak| RT | Width | Area | Area % |Amount | Name |
[ # | [min] | [min] | | Vemmmems [ I
S R a—— Ry e | R |
| 1] 4.275| 0.143| 17.162| 55.153| 1.762|OXITETRACICLINA|
| 2] 6.950| 0.207| 13.954| 44.847| 0.000| |

Figura 37.Espectro extraccion por recuperacion Oxitetraciclina estacion 3(réplica D)
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Metodologia extraccion por recuperacion

- Se tomd una muestra de aproximadamente 3 gramos de sedimento humedo y se
le agrega 600 ul de la solucion 100 ppm y se deja reposar 30 min.

- Se agreg6 30 mL de solucién de acido oxalico 0.1 M en metanol.

- Se agito vigorosamente en forma manual por 10 segundos y en voértex por 30
Segundos.

- Se sonificd durante 30 minutos.

- Se centrifugo a 4000 rpm por 10 minutos.

- Con una jeringa de 5 mL, se tomo el sobrenadante y se filtr6 con filtro 0,22 ym, 13
mm. de didmetro, de PVDF sobre viales para HPLC, debidamente rotulado con tapa

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
concentraciones 22,06944444 5 4,413888889 1 0,46511943 3,32583453
Horas 38494,69444 2 19247,34722 4360,63247 1,9707E-15 4,10282102
Error 44,13888889 10 4,413888889
Total 38560,90278 17

Figura 38. Andlisis de varianza 2 vias

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
concentraciones 0,002131 5 0,0004262 0,989016089 0,504687388 5,050329058
horas 0,004880333 1 0,004880333 11,32503094 0,019992618 6,607890974
Error 0,002154667 5 0,000430933

Total 0,009166 11

Figura 39. Analisis de varianza absorbancia P.subcapita.
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