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RESUMEN

El aumento poblacional impulsa el uso masivo de antibi6ticos, cuya eliminacion
lenta a traves de aguas residuales subraya la necesidad de tecnologia avanzada en plantas
de tratamiento. Estos residuos, procedentes de diversas fuentes, incluidas las Tetraciclinas,
alteran la capacidad de las plantas acuaticas para captar carbono, representando un riesgo
ecoldgico. La presencia de estos residuos afecta el crecimiento y los procesos de
absorcion de carbono de especies de macroalgas, lo que genera estrés oxidativo y especies
reactivas de oxigeno. Lo que conlleva alterar su capacidad antioxidante y mecanismos de
defensa. Dicho ello, el proposito del presente estudio fue evaluar la disminucion de
fijacion de carbono por las macroalgas frente a la presencia de Tetraciclina (TC) y
Clortetraciclina (CTC) en la bahia del lago Titicaca. De este modo se monitore6 un total
de 14 puntos, extrayendo muestra de agua y macroalga en 9 puntos de la bahia, tanto en
época de estiaje y avenida. Seguidamente, se realizé una validacion para la deteccién de
TC y CTC tanto para agua y macroalga, utilizando método de extraccion en fase sélida
(SPE) paraaguay QUEChERS para macroalga, también se realiz6 los analisis de clorofila,
capacidad antioxidante (ORAC y DPPH), polifenoles totales y porcentaje de carbono
totales presentes en Zannichellia palustris y Schoenoplectus Tatora. Por otro lado, los
resultados mostraron encontrar concentraciones de TC y CTC de hasta 0,58 y 30,23 ng/g
en Zannichellia respectivamente y concentraciones maximas en Schoenoplectus Tatora
de hasta 0,81 pg/g de CTC. Asimismo, las concentraciones de clorofila encontradas para
zannichellia presentaron promedios de 7,2 ug/mL para estiaje y 3,01 pg/mL para avenida
respectivamente, y clorofila en Tatora con promedio de entre 11,54 ug/mL para estiaje y
hasta 2,53 pg/mL para avenida. La capacidad antioxidante promedio presentada por
zannichellia 14,96 pumol ET/gss para estiaje y 11,76 umol ET/gss para avenida, y para
Schoenoplectus Tatora de entre 5,33 umol ET/gss en estiaje y hasta 7,28 umol ET/gss en
avenida respectivamente. Por otro lado, los porcentajes promedio de carbono organico
total para zannichellia de hasta 37,47 % para estiaje y 42,57 % para avenida
respectivamente y para Tatora de entre 44,63 % para estiaje y 46,28 % para avenida. De
modo que, la presencia de estos contaminantes presentes en la bahia del lago Titicaca, se
puede atribuir al impacto que estas macroalgas reciben con ciertas concentraciones

puedan verse involucrada en la interferencia con los procesos metabdlicos y fotoquimicos
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de las macroalgas, reduciendo su eficiencia en la captura y conversiéon de didxido de
carbono en biomasa orgénica. Asi como también provocar cambios en la composicién y
estructura de los ecosistemas acuaticos, asi como en la biodiversidad y la salud general

del habitat acuatico.

Palabras clave: UHPLC, Capacidad antioxidante, ORAC, Tetraciclina,

Clortetraciclina y polifenoles totales.
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ABSTRACT

Population growth drives the massive use of antibiotics, the slow disposal of
which through wastewater underscores the need for advanced treatment plant technology.
These residues, from a variety of sources, including tetracyclines, alter the ability of
aquatic plants to sequester carbon, representing an ecological risk. The presence of these
residues affects the growth and carbon uptake processes of macroalgae species, which
generates oxidative stress and reactive oxygen species. This leads to alter their antioxidant
capacity and defense mechanisms. The purpose of this study was to evaluate the decrease
in carbon fixation by macroalgae in the presence of Tetracycline (TC) and
Chlortetracycline (CTC) in the bay of Lake Titicaca. A total of 14 points were monitored,
extracting water and macroalgae samples at 9 points in the bay, both during the low water
and flood seasons. A validation was then performed for the detection of TC and CTC for
both water and macroalgae, using the solid phase extraction method (SPE) for water and
QUEChERS for macroalgae, as well as the analysis of chlorophyll, antioxidant capacity
(ORAC and DPPH), total polyphenols and percentage of total carbon present in
Zannichellia palustris and Schoenoplectus Tatora. On the other hand, the results showed
TC and CTC concentrations of up to 0,58 and 30,23 pg/g in Zannichellia respectively and
maximum concentrations in Schoenoplectus Tatora of up to 0,81 pg/g of CTC. Likewise,
chlorophyll concentrations found for zannichellia presented averages of 7,2 pg/mL for
drought and 3,01 ug/mL for flooding respectively, and chlorophyll in Tatora with average
between 11,54 ug/mL for drought and up to 2,53 ug/mL for flooding. The average
antioxidant capacity presented by zannichellia 14,96 umol ET/gss for drought and 11,76
pumol ET/gss for flood, and for Schoenoplectus Tatora between 5,33 pumol ET/gss in
drought and up to 7,28 pumol ET/gss in flood, respectively. On the other hand, the average
percentages of total organic carbon for Zannichellia of up to 37,47 % for drought and
42,57 % for flood respectively and for Tatora of between 44,63 % for drought and 46,28 %
for flood. Thus, the presence of these pollutants in the bay of Lake Titicaca, can be
attributed to the impact that these macroalgae receive with certain concentrations may be
involved in interfering with the metabolic and photochemical processes of macroalgae,

reducing their efficiency in the capture and conversion of carbon dioxide into organic
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biomass. As well as causing changes in the composition and structure of aquatic
ecosystems, as well as in the biodiversity and general health of the aquatic habitat.

Keywords: UHPLC, Antioxidant capacity, ORAC, Tetracycline,

Chlortetracycline and total polyphenols.



INTRODUCCION

A lo largo de los afios, la poblacion ha venido aumentando y con ello, una serie
de enfermedades que afectan a su salud han ido surgiendo y para hacer frente a estas
enfermedades, variedades de antibioticos son suministrados (Benavides et al., 2021; J.
Gao et al., 2022). Por otro lado, estos farmacos son metabolizados lentamente por el
organismo de los seres humanos, y son depositados en el ambiente mediante heces y
orinas, las cuales son transportadas a través de las aguas residuales, que en el mejor de
los casos son derivadas a plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR);
convirtiéndolas en fuentes principales de vertimiento de contaminantes emergentes
debido a la carencia de tecnologia aplicada a su tratamiento (Arun et al., 2022; Nieto-
Juérez et al., 2021).

Por otro lado, otro consumidor importante de antibioticos, es la actividad de
produccion de animales y la produccion de especies de truchas en el Per(, debido al
incremento de la tasa acuicola del 13,4 % promedio anual (PRODUCE, 2022), lo que han
ocasionado un incremento en la demanda de antibi6ticos para poder maximizar la
produccidn de truchas; lo que conlleva la deposicion de concentraciones de antibioticos
en agua y sedimento en las zonas de produccidn acuicola, tal es el caso del Lago Titicaca
en el Pert (Vilcaetal., 2021). De modo que, estos acontecimientos ocasionan que muchas
especies de macroalgas y microalgas estén expuestas a estos residuos y se vean afectadas
por la presencia de farmacos, afectando por consiguiente el ecosistema acuatico
(Maldonado et al., 2022).

No obstante, los residuos de farmacos empleados en la industria farmacéutica, de
uso urbano, agricola y de la acuicultura, se encuentran presentes en sus efluentes; los
cuales ingresan facilmente y de manera continua a las PTAR presentes en las ciudades
(Sunetal., 2022; Vilcaet al., 2021). Asimismo, debido a las diferentes estaciones del afio
que caracterizan a determinados lugares (avenida y estiaje), influyen en los procesos de
degradacion bioldgica (Dong et al., 2016). Seguido a ello, la influencia directa de los
sistemas de tratamientos convencionales, donde algunos, como los lodos activos y

lagunas de estabilizacion, presentan degradacion incompleta durante su proceso de



eliminacioén de restos de antibi6ticos (Li et al., 2019; Nieto et al., 2021). De modo que,
estos son vertidos constantemente a cuerpos de aguas superficiales y aguas lénticas
(lagos), y son estas Ultimas que, debido a su circulacion lenta y bioacumulativa ocasionan
una mayor concentracion y acumulacion en sus sedimentos, es asi que, investigaciones
realizadas en el norte de paises asidticos como China, donde evidencian la presencia de
farmacos como la Eritromicina, Tetraciclina, Ciprofloxacino y Norfloxacino en agua; y
presencia de antibidticos de familias de las Tetraciclinas y Quinolonas en sedimentos
respectivamente, teniendo a las Tetraciclinas y Quinolonas dominantes en agua y
sedimento (Zhang et al., 2023). Esta presencia en las aguas de cuerpos receptores como
los rios, las cuales en algunos casos son empleadas para fines de riego en cultivos
agricolas y ha permitido evidenciar que la presencia de estos farmacos altere de manera
gradual la fijacion de carbono en tallos y hojas de las plantas (Vilca et al., 2022),

ocasionando riesgos ecoldgicos para el ecosistema (Nieto et al., 2021).

Del mismo modo, dicha presencia de residuos de concentraciones de farmacos en
el ecosistema acuatico, genera una serie de riesgos ecologicos y que afectan en gran
medida a las plantas acuéaticas (LU et al., 2022). De manera que, la presencia de
antibidticos como el Ciprofloxacino (CPF) y Amoxicilina (AMX), en el medio acuético,
evitan el desarrollo y crecimiento de algas como la Chorella D.; al mismo tiempo causan
dafos estructurales y funcionales (Gomaa et al., 2021), perturbando las capacidades
fotoquimicas y la asimilacion de carbono (Sendra et al., 2018); ademas de producir
efectos que perjudican la tasa fotosintética y respiratoria en las algas, debido al estrés
oxidativo producido a causa de su presencia, el cual es alterado y ocasiona la generacion
de especies reactivas (ROS) (Rocha et al., 2021). Es asi que la capacidad antioxidante
generada por las algas tienden a ser removidas a causa de la sobreproduccién de ROS
ocasionando el incremento de los niveles de carotenoides en S. obliquos debido a
concentraciones considerables de Sulfametazina y Sulfametoxazol, lo suficiente para
obstaculizar la degradacion de ROS y que estas a su vez afecten sus mecanismos de
defensa (Wan et al., 2021).

Por otro lado, Moro et al. (2020) reportan que la aparicion y presencia continua

de oxitetraciclina (OTC) tiende a afectar el contenido de pigmentos fotosintéticos y la



estructura celular en especies de Isochrysis galbana. No obstante, la presencia de
Florfenicol (FF) y Tiamfenicol (TAP) incrementa el contenido de clorofila; pero como
producto del estrés oxidativo, ocasiona cambios significativos en niveles de
malondialdehido (MDA) y actividad de catalasa (CAT); lo que aumenta de manera directa
su capacidad fotoprotectora (Wang et al., 2017). Al mismo tiempo, la presencia de
farmacos de familia de las quinolonas ocasionan una disminucion notable en las
intensidades de fluorescencia, lo que afecta directamente el contenido de carotenoides y
de la clorofila respectivamente (Wan et al., 2021). De hecho, esta presencia influye en las
floraciones nocivas de cianobacterias los que son encargadas en producir toxinas como
M. aeruginosa; Influyendo de tal forma en la fijacion de carbono y en modificaciones de
la estructura en comunidades de fitoplancton (Yisa et al., 2021). Asi como también de
influir en los contenidos de pigmentos fotosintéticos y que estos a su vez disminuyan la
capacidad de captura de luz 6ptima. Todo ello resalta el papel importante que cumplen
las plantas acuaticas y que son estas las que forman parte del primer nivel de la cadena
trofica (Du et al., 2018; Lopez et al., 2021). Es por ello, que fue evaluada la disminucion
de la fijacion de carbono en macroalgas, debido a presencia de residuos de
Clortetraciclina y Tetraciclina en aguas residuales, estudio que fue desarrollado en zonas

préximas al area de vertimiento de aguas residuales tratadas.



CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA
1.1. FORMULACION DE PROBLEMAS
1.1.1. Problema general

¢La presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en las zonas proximas

al vertimiento de agua residual, reduce la capacidad de fijacion de carbono en macroalgas?

1.1.2. Problemas especificos

a) ¢La presenciade residuos de Clortetraciclina y Tetraciclina en las aguas proximas
a las zonas de vertimiento de agua residual, reduce el contenido de clorofila en
macroalgas?

b) ¢La presencia de residuos de Clortetraciclina y Tetraciclina en las aguas proximas
a las zonas de vertimiento de agua residual, reduce el contenido de carbono total
en macroalgas?

c) ¢Lapresencia de residuo de Clortetraciclinay Tetraciclina en los tejidos vegetales
de macroalgas colectadas en las zonas de vertimiento de agua residual, tiene una
relacion directa con el incremento de compuestos fendlicos en macroalgas?

d) ¢Lapresencia de residuo de Clortetraciclina'y Tetraciclina en los tejidos vegetales
de macroalgas colectadas en las zonas de vertimiento de agua residual, tiene una
relacién directa con el incremento de la capacidad antioxidante de los compuestos

fenolicos en macroalgas?

1.2.  JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Existe escasa informacidn disponible sobre trabajos direccionados a la existencia
de antibi6ticos en cuerpos de agua (lagos, rios y mares) en nuestro pais, debido al poco
interés de las personas y de las autoridades en cuanto a los contaminantes emergentes.

Asimismo, es evidente la falta notable de la tecnologia (ejemplo: procesos avanzados de



oxidacion) en PTARs, que en su mayoria son de tipo convencional y poco eficiente. Y
como consecuencia lo lleve a generar el ingreso directo de antibidticos a dichas matrices
de aguas en concentraciones de ppb (partes por billon) (Phoon et al., 2020), generando
directamente riesgo ecologico y que mas adelante esto repercutiria en la salud para las
personas y afectaria en gran magnitud a las especies de plantas presentes en los medios
acuaticos, ya que estas se vendrian acumulando de manera constante (Maldonado et al.,
2022).

Es preciso mencionar que, el Lago Titicaca posee grandes extensiones de plantas
acuaticas, macrofitos como la Lemnayy la Azolla los cuales estan presentes en varias partes
del lago, asi como también macrofitos de la familia de las Characeae (Heredia 2022), no
obstante, debido a resultados de investigaciones realizadas en el lago y algunos rios como
afluentes que ingresan al Lago Titicaca, evidencian concentraciones de acetaminofén
cuya presencia en aguas residuales eran superiores a los 100 ug/L (Nieto et al., 2021),
para que estas luego sean vertidas a dichos cuerpos loticos. Por otro lado, se analizaron 9
antibidticos en muestras de aguas superficiales en dos estaciones (lluvioso-seco), donde
cuyas concentraciones de ciprofloxacino oscilaban de entre 188,1 y 222,2 ng/L
respectivamente (Vilca et al., 2021). De este modo, se hace notar la deficiencia de las
PTARs en la remocion de contaminantes emergentes, como los diferentes tipos de
antibidticos (Nieto et al., 2021).

En ese sentido, dichas concentraciones encontradas en el Lago Titicaca, influyen
por sobremanera y por consiguiente estos estarian ocasionando efectos significativos en
la fijacion de carbono, asi como también influir en las modificaciones de comunidades y
en la estructura de organismos fotosintéticos (Yisa et al., 2021), esto debido a la influencia
en los pigmentos, los cuales influyen en la captura de luz necesaria (L6pez et al., 2021b).
En perspectiva, es necesario realizar mas investigaciones con el fin de evaluar la

influencia directa de los antibidticos en plantas acuaticas y como estas se ven afectadas.



1.3.

1.3.1.

OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar si la presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en las zonas

proximas al vertimiento de agua residual reduce la capacidad de fijacion de carbono en

macroalgas.

1.3.2.

a)

b)

d)

1.4.

1.4.1.

Objetivos especificos

Determinar si la presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en las
aguas proximas a las zonas de vertimiento de agua residual, reduce el contenido
de clorofila en macroalgas.

Evidenciar si la presencia de residuo de Clortetraciclinay Tetraciclina en las aguas
proximas a las zonas de vertimiento de agua residual, reduce el contenido de
carbono total en macroalgas.

Analizar si la presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en los tejidos
vegetales de macroalgas colectadas en las zonas de vertimiento de agua residual,
tiene una relacién directa con el incremento de compuestos fenolicos en
macroalgas.

Analizar si la presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en los tejidos
vegetales de macroalgas colectadas en las zonas de vertimiento de agua residual,
tiene una relacion directa con el incremento de la capacidad antioxidante de los

compuestos fendlicos en macroalgas.

HIPOTESIS
Hipotesis General

La presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en las zonas préximas

al vertimiento de agua residual, reduce la capacidad de fijacion de carbono en macroalgas.



1.4.2.

a)

b)

d)

Hipotesis Especificas

La presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en las aguas proximas a
las zonas de vertimiento de agua residual, reduce el contenido de clorofila en
macroalgas

La presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en las aguas proximas a
las zonas de vertimiento de agua residual, reduce el contenido de carbono total en
macroalgas

La presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en los tejidos vegetales
de macroalgas colectadas en las zonas de vertimiento de agua residual, tiene una
relacion directa con el incremento de compuestos fendlicos en macroalgas

La presencia de residuo de Clortetraciclina y Tetraciclina en los tejidos vegetales
de macroalgas colectadas en las zonas de vertimiento de agua residual, tiene una
relacion directa con el incremento de la capacidad antioxidante de los compuestos

fendlicos en macroalgas.



CAPITULO I
MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES DEL PRESENTE ESTUDIO
2.1.1. Nacionales

Zirena et al., (2021) Realizaron monitoreos de nueve antibidticos de las familias
de: Tetraciclinas, Sulfonamidas y Fluoroquinolonas en el Lago Titicaca. En donde las
muestras fueron recolectadas y analizadas a través de cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de masas, utilizando un sistema conocido como extraccion en fase sélida
(SPE). No obstante, se evidencio que algunas muestras de contenido de sedimentos y
muestras con colecta de agua superficial, contienen altas concentraciones de antibiéticos.
Todos los sedimentos contienen Fluoroquinolonas mayores a 3,7 mg/kg y Tetraciclinas
de hasta poco mas de 3,0 mg/kg y el agua superficial contenia concentraciones de
Fluoroquinolona que oscilan desde 400 y hasta los 650 ng/L aproximadamente, tanto en
las estaciones seca como lluviosa. Asimismo, los resultados en las colectas de agua
potable pertenecientes a la ciudad de Puno y en los puntos de muestreo del Lago Titicaca
como fuente de captacion de agua potable, dieron un promedio de 188,1y 222,2 ng/L de
ciprofloxacino en ambas estaciones. La existencia de estos antibidticos en aguas de lago
se atribuye a las actividades acuicolas, ademas de escurrimientos y aguas residuales, y

donde su presencia conlleva traer efectos perjudiciales sobre el ecosistema acuético.

Nieto et al., (2021) realizaron un estudio que involucra la remocién de farmacos
en las diferentes plantas de tratamiento de aguas residuales del Perd, donde evaluaron un
total de 38 compuestos farmaceéuticos objetivo, los cuales fueron determinados mediante
cromatografia liquida (CL) acoplada a espectrometria de masas (MS/MS). Donde sus
resultados muestran que alrededor del 60 % y el 75 % de los compuestos farmacéuticos
tienden a ser cuantificables tanto en aguas superficiales como residuales, respectivamente.
No obstante, hace mencion que el acetaminofén fue el fa&rmaco cuya concentracion
alcanzaron valores que superan los 100 pg/L en Puno. Asimismo, las sustancias de

antibidticos como la Claritromicina, Ciprofloxacina, Trimetoprima, Sulfametoxazol y el



macrélido de la Azitromicina con concentraciones que van desde 1,86 a 4,47 pg/L en
Lima y con un riesgo ambiental alto por Tetraciclina, en Puno y en la ciudad de Juliaca.
Por otro lado, en cuestion a la remocion de farmacos, mostraron que el proceso biolégico
aerobico mediante filtros percoladores sintéticos como tratamiento secundario
encontrados en la PTAR del departamento de Cusco presentaron mayor porcentaje de
remocion que la PTAR presente en el departamento de Lima. De modo que, algunos
antibidticos como la Claritromicina, Ciprofloxacino, Clindamicina, el analgésico
Acetaminofén y Diclofenaco presentaron un alto riesgo ambiental (RQ > 1) en el
ambiente acuético. Por otro lado, en aguas de rio, tanto la presencia de antibiéticos y
analgeésico-antiinflamatorio como el diclofenaco presentd un alto riesgo ambiental (RQ >
1). Por ende, dichos datos reportados de esta investigacion en el Per(, se puede inferir
que los métodos de tratamiento utilizados en ciudades significativas del Peru carecen de

eficacia para eliminar por completo los medicamentos presentes en las aguas residuales.

2.1.2. Internacionales

Zhang et al., (2023), recogieron y analizaron muestras dentro del area del lago
Baiyangdian. En donde, sus resultados evidencian que las concentraciones totales de
antibiodticos oscilaron entre 85,33 y 1631,47 ng/L presentes en el agua y entre 66,90 y
177,03 ng/g presentes en sedimentos. Es asi que, las concentraciones de antibioticos
introducidas por la actividad de plantacion en el agua superficial, el agua suprayacente y
los sedimentos, presentaron niveles mas altos y los niveles de antibidticos totales en el
agua intersticial pasaron a ser afectados por el ingreso del rio. No obstante, quinolonas
(QN) y Tetraciclinas (TC) fueron antibioticos dominantes en casi las cinco subareas. Al
mismo tiempo, el factor de bioacumulacion (BAF) de los antibidticos varié segun los
efectos del ingreso del rio y las actividades agricolas que se dan en esas zonas por afios. El
riesgo ecologico (RQ) que presentan los antibioticos en las actividades agricolas fue
mucho mayor que el de los rios. Por otro lado, la norfloxacino (NOR) en el agua
intersticial presentd un alto coeficiente de riesgo, lo que posiblemente contribuy6 a una
gran proporcion, los riesgos ecoldgicos combinados. Por ende, el norfloxacino debe
usarse como indice de control de riesgo ecologico para el manejo de la contaminacion

por antibidticos. Este estudio realizado en el lago del norte de China, puede servir como
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punto de iniciativa para que los gobiernos formulen estrategias de gestion destinadas a

proteger la salud ambiental de los lagos.

Mao et al. (2021), Investigaron como los antibidticos macrolidos afectan a la
microalga Chlorella pyrenoidosa y donde cuyos resultados revelaron que altas
concentraciones (5-100 ug/L) de antibioticos inhibieron el crecimiento de dichas especies,
con una concentracion media maxima efectiva en 96 horas de 41,6 pg/L. Lo que podria
debilitar las actividades fotosintéticas de las algas, inhibiendo la absorcion y el
atrapamiento de la energia luminosa, perjudicando el centro de reaccion y bloqueando la
transferencia de electrones afectando directamente el transporte durante el proceso
fotosintético. Ademas, dichos antibidticos redujeron los reabastecimientos energéticos
(proteinas, carbohidratos y lipidos) y deteriord la estructura celular. De modo que se
evidenciaria que la presencia de antibioticos podria ser planteada como eventuales riesgos

ecoldgicos considerables en entornos reales en el ambiente.

Wan et al., (2021) experimentaron con cianobacteria Microcystis aeruginosa, las
cuales tienden a florecer en el agua. Asimismo, estas fueron expuestas a Eritromicina. Sin
embargo, la inhibicion del crecimiento se acrecento en la medida que aumentaba la dosis
de Eritromicina (1-150 pg/L) en la primera exposicién. De modo que, la tasa de inhibicion
maxima (76,06 %) que se produjo fue con 150 pg/L de Eritromicina. Asimismo, la
concentracion efectiva del 50 % (EC50) puesta durante 96 horas fue de 22,97 ug/L, lo
que indica que el crecimiento de M. aeruginosa fue afectado por la Eritromicina en
concentraciones ambientales comunes. La fotosintesis se vio afectada por las limitaciones
de la clorofila y carotenoides. Los contenidos de malondialdehido, especies reactivas de
oxigeno y superdxido dismutasa aumentaron a raiz del estrés oxidativo surgido, bajo

ciertas concentraciones de Eritromicina.

2.2. TEORIAS PARA LA INVESTIGACION
2.2.1. Antibiéticos

Los antibidticos pueden funcionar como bacteriostaticos, deteniendo el

crecimiento y reproduccion bacteriana, o0 como bactericidas, causando la muerte celular
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mediante lisis; en un principio, este término hacia referencia a las sustancias bioldgicas,
siendo estas las ya conocidas como la penicilina; sin embargo, en la actualidad, todo ello
alude también a sustancias semisintéticas asi como sintéticas las cuales son fabricadas de
manera in vitro; los antibidticos se clasifican en diferentes grupos como: nitroimidazol,
aminoglucosidos, quinolonas, betalactdmicos, anfenicoles, lincosamidas, oxazolidinona,

glucopéptidos, sulfonamidas, tetraciclinas y macrélidos (Wilson & Francisco, 2019).

2.2.2. Contaminantes emergentes

Estos contaminantes son sustancias quimicas que pueden encontrarse en
concentraciones bajas en diversas matrices acuaticas como lagos, rios y mares, y pueden
ser detectados mediante técnicas analiticas. Esta situacion genera preocupacion por los
posibles efectos adversos cuando estan presentes a largo plazo en el medio ambiente y en
la salud de las personas, dado que aln se desconocen completamente. No obstante, estos
residuos evidencian su presencia en suelos, aguas residuales, superficiales, subterraneas,
potables y en sedimento, lo que plantea riesgos ecoldgicos para los ecosistemas acuaticos
(Okoye et al., 2022).

Por otro lado, se desarrollaron definiciones de los contaminantes emergentes por
las organizaciones internacionales, asi como agencias nacionales, mostrando aspectos que
conlleven un entendimiento en la temética ambiental y poder comprender la dimension,
en el que abarca el problema y las posibles consecuencias que estas pueden llegar
ocasionar (Okoye et al., 2022). Ademas, desde 2009, lared NORMAN ha estado llevando
a cabo monitoreos de compuestos emergentes en el medio ambiente. Sin embargo, se ha
observado que estas sustancias presentan una diversidad de caracteristicas y
comportamientos, con efectos ecotoxicoldgicos en su mayoria desconocidos para el

publico en general (Garcia, 2017).

2.2.2.1. Clortetraciclina

La Clortetraciclina es un antibiotico ampliamente utilizado por las personas como
medicamento exclusivo para animales, con el fin de ser utilizados en tratamientos como

la conjuntivitis y en la lucha de infecciones respiratorias, asi como también de poseer una
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vida media prolongada el cual le permite generar complejos con algunos metales, siendo
considerados de tal forma toxicos para el ambiente (Pulicharla et al., 2017). Por otra parte,
esto esta estrechamente relacionado con la continua entrada de diversos tipos de farmacos
en las PTARs, las cuales mayoritariamente utilizan tecnologias convencionales que no
son lo suficientemente efectivas. Esto resulta en su inevitable liberacion en matrices de
acuaticas como lagos, rios y mares, lo que conlleva la aparicion de una serie de riesgos
ecologicos y al desarrollo de resistencia bacteriana hacia los antibidticos, como la

Clortetraciclina mencionada anteriormente (Gao et al., 2012).

2.2.2.2. Mecanismos de accion de Clortetraciclina en plantas

Sobre ello se ha evidenciado que especies de fitoplancton presentes en agua
dulce, como Microcystis aeruginosa y Scenedesmus obliquus, los cuales han sido
empleados como prueba, y donde cuyos estudios resaltaron los efectos toxicos de la
Clortetraciclina, que cominmente se utiliza en la medicina humanay el sector veterinario.
No obstante, dichos resultados de toxicidad realizados en los antibidticos y antibioticos
degradados, evidenciaron que, la Clortetraciclina presenta efecto toxico en crecimiento y
cierta repercusién en la acumulacién de clorofila en los fitoplanctones. Al mismo tiempo
de, evidenciar una interrupcion en la fotosintesis. Todo ello ha conllevado que, la
Clortetraciclina y sus productos degradados tengan un efecto adverso sobre el
fitoplancton presente en agua dulce (Guo & Chen, 2012).

Es preciso mencionar que, los antibidticos pueden ser absorbidos por especies de
plantas, lo que llevaria a interferir en los procesos fisioldgicos y asi como también en los
efectos ecotoxicoldgicos. No obstante, para la determinacion del rango del dafio
ocasionado en plantas, aun se estan realizando varias pruebas de toxicidad tanto aguda
como cronica, lo que a su vez tiendan a indicar mas adelante los efectos de los antibiéticos
en las mitocondrias (respuesta mediante el estrés oxidativo) y también en repercusion de

la fotosintesis mediante proliferacion celular (Wang et al., 2015).
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Tabla 1
Descripcion quimica de la Clortetraciclina
Peso .
o Solubilidad Log o
Antibidtico ID Estructura molecular pKa Toxicidad
(mg/L) Kow
(g/mol)
CTC fue de
1 x10-5
_ ) mol/L
NN 3,33 inhibicion
Clortetraciclina “O
CTC PN ' 478,88 4,2 7,55 -0,62 del
C22H23CIN208 L
9,33 crecimiento
de C.
reinhardtii

*

Nota. Recopilado de ChemSpider,
(http:/lwww.chemspider.com/ChemicalStructure.16736314.htmlI?rid=8239a7bd-d299-4cf0-bc47-
9762ceb490c4&page_num=0), (Zhao et al., 2020)*

2.2.2.3. Tetraciclina

Las Tetraciclinas forman parte de las familias de manera natural como:
Clortetraciclina, Oxitetraciclina, Tetraciclina y Demeclociclina; asimismo, como las
sintéticas: Limeciclina, Doxiciclina, Metaciclina, Minociclina y PTK 7906. Los cuales
son derivados por especies de Streptomyces spp. Donde, estas actuan inhibiendo las de
sintesis proteicas bacterianas dentro de los ribosomas 30S de las bacterias. Asimismo, la
actividad que realizan frente a una gran variedad de microorganismos, convirtiéndose asi

en antibioticos de administracion tanto para personas y animales (Vicente & Pérez, 2010).
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Tabla 2
Descripcion quimica del antibidtico de Tetraciclina
Peso .
. Solubilidad Log o
Antibidtico ID Estructura molecular pKa Toxicidad
(mg/L) Kow
(g9/mol)
- - 3,3 LD50
Tetraciclina TC Og 444,44 231 7,68 1,25 /K
’ , , -1, m en
C22H24N208 m -
9,69 ratones **

Nota. (Leston et al., 2016)**

2.2.2.4. Mecanismo de accion y efectos de Tetraciclinas en plantas

La emision de tetraciclina en cantidades mayores y la posible persistencia de la
tetraciclina hacia la degradacién, han causado dafios irrevertibles al ambiente. De modo
que, los efectos toxicos de la tetraciclina sobre el crecimiento y los indices genéticos de
algunas plantas como el trigo, demostraron que 0,5-10 mg/L de tetraciclina pueden
estimular la germinacién de semillas, la divisién mitética celular y el crecimiento de
plantulas. Concentraciones con dosis de 5 mg/L de tetraciclina y superiores otorgd como
resultado una frecuencia de aberraciones cromosémicas y un contenido de
malondialdehido (Xie et al., 2011). Esta acumulacion ha generado que concentraciones
pequefias también se puedan dirigir y ser concentradas en las hojas y en las raices. Esto a
raiz de los efectos de la tetraciclina sobre el crecimiento, ademas de la respuesta oxidativa
en donde a su vez presentan una disminucion en las concentraciones de carotenoides y
clorofila (Balakrishnan et al., 2023).

2.2.2.5. Normatividad

Las normativas y supervision se enfocan en los contaminantes convencionales,
con multiples organizaciones y entidades gubernamentales a nivel global, estableciendo
reglas y directrices para preservar la calidad ambiental, especialmente del agua,
asegurando su utilidad para consumo humano. Ademas, en la actualidad, debido a la
presencia de bloques econdmicos como el Mercado Comun del Sur (MERCOSUR), se

establecen normativas relacionadas principalmente con los medicamentos que deben estar
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en vigor en los paises. Sin embargo, el uso inadecuado de estos medicamentos presentan
impactos negativos al ambiente (Rios et al., 2018). En ese sentido, es evidente armonizar
los métodos analiticos, asi como los de muestreo, buscando priorizar un monitoreo

continuo a la contaminacion ambiental (Khan et al., 2021).

2.2.3. Presencia de antibioticos en plantas de tratamiento de aguas residuales
PTAR

Una amplia variedad de antibioticos esta siendo utilizados para poder controlar y
poder tratar una serie de enfermedades, las que normalmente son causadas por infecciones
bacterianas, asi como también utilizados como estimulantes del crecimiento bacteriano.
De modo que, estos son utilizados tanto para el uso de animales y personas. No obstante,
durante el proceso de degradacion y metabolizacién, estos no son degradados por
completo, y por consiguiente estos son depositados de manera continua a plantas de
tratamiento mediante heces y orina; En donde cuyas concentraciones de antibidticos ain
muestran su presencia. Debido al proceso de eliminacion en estas instalaciones de
tratamiento, que en su mayoria son de tipo tradicional; la tecnologia utilizada muestra una
remocion ineficiente. Esto provoca que los antibidticos sigan acumulandose en los
sedimentos y lodos. Es asi que, todo ello provoca efectos negativos ambientales, tales
como los efectos ocasionados a los microorganismos presentes como medio de
tratamiento en algunas tecnologias; como los lodos activados presentes en la PTAR, y
que en muchas instancias este llegue a generar resistencia bacteriana y que mas adelante

altere de manera negativa al ambiente (Soni et al., 2022).

2.2.3.1. Presencia de antibiéticos y respuesta en las plantas

La influencia de electrones con los pasos fotoquimicos que se dan en la
fotosintesis permite que la continuidad de los eventos de oxidacién y reduccion necesarios
para la produccion de energia y potencia reductora. Es asi que, cualquier estres biotico o
abiotico que interfiera con cualquiera de los pasos en esos procesos ocasionard la
disminucion de las tasas de fotosintesis y, por lo tanto, todo ello afectard su desarrollo
(Rocha et al., 2021). Ademas, el estrés ambiental, la disfuncion en la transferencia de

electrones y la incapacidad para direccionarlos correctamente, resultan en produccion en
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exceso de ROS, generando asi que este pueda alterar la funcion celular y promover un
dafio irreversible, carbohidratos, a proteinas lipidos y al ADN; es preciso mencionar que,
las plantas tienden a poseer enzimas muy eficiente como: Superdxido dismutasa (SOD),
Ascorbato peroxidasa (APX), Catalasa (CAT), y el glutation (reductasa y peroxidasa)
entre otros. Ademas, de su influencia en el sistema de defensa antioxidante no enzimaticos
como: Glutation, los fendlicos, alcaloides, &cido ascérbico, aminoécidos (no proteicos) e
incluidos los a-tocoferoles. Estos ultimos trabajan en conjunto y buscan proteger las
células vegetales del dafio oxidativo, este generado mediante la degradacion de especies
reactivas (Gill & Tuteja, 2010; Mittler et al., 2004).

Figural
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Nota. (Gill & Tuteja, 2010).

Por otro lado, se demostraron que los efectos del antibi6tico en algunas especies
de plantas como las lemna minor conocidas como las lentejas de agua, donde dichos
resultados a raiz de la presencia de la oxitetraciclina impulso a una posible acumulacion
de perdxido de hidrégeno (H202), no obstante, este mismo pudo afectar negativamente a

la fotosintesis a raiz del dafo sufrido a las membranas de tilacoides, asimismo, esto
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generd a su vez que el ensamblaje y la reparacion de la proteina como la D1, se muestre
bastante sensible debido a la alteracion sufrida. En ese entender, los efectos ocasionados
por la Oxitetraciclina a la proteina asociada al fotosistema Il, dieron resultados en la
asimilacion del carbono y que ocasioné a su vez la disminucion en su crecimiento (Gomes
et al., 2020).

Figura 2

Ingreso de Antibidticos en la fisiologia de la Lemna minor
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Nota. (Gomes et al., 2020).
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Figura 3
Produccién de ROS inducida por el estrés abidtico y muerte celular
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Nota. (Gill & Tuteja, 2010).

2.2.4. Compuestos fendlicos

En general, el contenido de grupos hidroxilo y su unién a un anillo aromatico, son
caracteristicas propias de los compuestos fenolicos. Ademas, son reconocidos como
antioxidantes significativos en la dieta, y se hallan presentes en una diversidad de
alimentos como tubeérculos, frutas, raices y granos, junto con las vitaminas. Sin embargo,
los compuestos fenolicos cumplen distintas funciones metabdlicas dentro de las plantas,
como el crecimiento, la reproduccion y la defensa contra agentes patdégenos externos, asi
como la mitigacion del estrés inducido por factores como la radiacion UV y en modo de
defensa frente a depredadores (Pefarrieta et al., 2017). Por otro lado, en la actualidad
debido a la tendencia expansiva de la industrializacion, se ha tomado gran importancia en
relacién con su presencia de residuos en cuerpos de agua, pues debido a su acumulacién

y prevalencia de estos compuestos fendlicos en el ambiente, ha traido a generar efectos
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negativos y toxicos tanto como para las personas y animales, representando asi una

amenaza para el equilibrio ecolégico (Chen et al., 2022).

2.2.4.1. Clasificacion de los compuestos fenolicos

La estructura quimica de sustancias fenolicos da comienzo a poder presentar a la
molécula bésica (fenol), el cual estd compuesto por un anillo aromatico (fenil) el cual esta
junto a un hidroxilo, en ese sentido formando un papel sumamente importante para los

antioxidantes y sus propiedades.

llustracién 1

Estructura quimica del fenol

OH

Fenol

Estos compuestos abarcan una amplia variedad de sustancias, y se encuentran
abundantemente distribuidas en el reino vegetal, con aproximadamente 8000 estructuras
fendlicas identificadas. Ademas, estos componentes son el resultado de plantas gracias a
su metabolismo; estos surgen de forma biogenéticamente a partir de vias como shikimico
y acetato. Los diferentes polifenoles pueden dividirse en 10 clases diferentes segun su

estructura quimica como (Bravo, 1998):



Figura 4

Clases de compuestos polifenolicos
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Lignins (C-C),

Nota. (Bravo, 1998).

2.2.5. Cromatografia

20

Es un procedimiento que permite separar los elementos presentes en muestra en

funcién al tiempo de retencidn, posibilitando su identificacion y posterior medicion

mediante equipos especializados. Las ecuaciones posteriores explican de manera

conceptual la cromatografia y como se es su aplicacién practica (Vaz, 2018).
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Donde, la resolucion (R) indica qué tan bien estan separados los picos Ay B en
un cromatograma. Lo que significa que una mayor resolucion en los picos demuestra que
estan bien separados, lo que facilita la identificacion y cuantificacion. No obstante, los
TR (a) Y TR (8 representan el tiempo que tarda cada analito en eluir de la columna
cromatografica y ser posteriormente detectado, resultando en una caracteristica
importante para identificar compuestos especificos en una muestra. Asimismo, Way Wg
comprende que, la amplitud de los picos en su base refleja el grado de dispersion de los
analitos dentro del sistema cromatografico. Es decir, puntos mas amplios pueden sugerir
una menor eficiencia en la separacién, caso contrario picos mas estrechos se relacionan

con una separacion y resolucién mas efectiva.

_ (try—tra))
0,5(Wg+W,)

(1

Donde:

TR a) Y TR (8)son tiempos de retencion de analitos Ay B.
Wa 'y Weson las anchuras en la base de los picos de los analitos Ay B

Dicha separacion de picos cromatograficos (A-B) estd determinada por el
coeficiente de particion (Kp), el cual evalia como se distribuye el analito entre su
concentracion presente en fase maovil (Sm) y en la fase estacionaria (Se) en situacion de

equilibrio:

_ Isml
Kp =7 (I

De modo que, cuando el resultado para Kp sea mayor, el tiempo de retencion (tr)
del analito sera menor. Por ende, la eficiencia otorgada por la columna cromatografica

para analisis pudiera evaluarse con la cantidad de platos tedricos que posea:

N =16 (tWR)Z (11D
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Finalmente, el incremento en nimeros de platos tedricos (N) refleja la eficiencia
de la columna, lo que resulta en una mayor resolucién de los picos cromatograficos, esto

a raiz de la separacion de analitos de manera mas efectiva.

2.2.5.1. Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC siglas en inglés)

Cuando se emplean particulas menores de 2 um y presiones en el rango de hasta
una presién de 1000 bar, se denomina a este tipo de sistema como cromatografia liquida
de ultra alto rendimiento (UHPLC). Esta técnica permite lograr una resolucion mejorada
mediante el tiempo de retencion reducido. Ademas, dichas fases estacionarias utilizadas
generalmente consisten en materiales como silice o polimeros, con grupos funcionales
especificos unidos a una superficie, que pueden ser de fase normal (polar) o inversa (no

polar).

La seleccion en la aplicacion de fase (fase movil diluyente) es crucial en
cromatografia (intercambio i6nico, adsorcién y particién). Al elegir los solventes para
formar fase, se consideran propiedades caracteristicas como la longitud de onda y
desviacién de haz de luz, especialmente en el empleo de detectores. Ademas, el indice de
polaridad (P") y también la fuerza de elucion (€0) pasan a ser indicadores importantes para
distinguir la polaridad y seleccionar la fase adecuada en la cromatografia de particion.
Por otro lado, en la cromatografia de gases, la eleccién del detector depende del tipo de
sustancia y de la cantidad de pruebas requeridas. Ademas, dichos detectores tienden a
presentar sensibilidad en cuanto a su concentracion a analizar, y donde su concentracion
tiende a ser proporcional en cuanto a su sefial analitica, el cual es proporcionada por el
analito en el flujo de salida, o presenta sensibilidad frente a la masa, cuando esta presenta

proporcionalidad al flujo de masa (Vaz, 2018).

2.2.5.2. Validacion de procedimientos analiticos

Estos pardmetros son fundamentales en quimica analitica al implementar un
método especifico. Los principales incluyen a: exactitud, selectividad, linealidad,
precision, limite de deteccién (LD), limite de cuantificacion (LQ), robustez y sensibilidad
(Analiticos, 2020). Antes de validar el método analitico, es crucial establecer estos
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criterios, asi como los rangos dentro de los cuales los resultados pueden considerarse

aceptables.

2.3. MARCO CONCEPTUAL
2.3.1. Definicion de los términos

El término "antibidtico" deriva de las palabras "anti", que denota "contra”, y "bio",
que hace referencia a "vida", y describe una sustancia que combate la vida bacteriana.
Asimismo, estos farmacos son compuestos organicos que se producen naturalmente a
través del metabolismo de microorganismos, asi como también de ser sintetizados
artificial o semi-sintéticamente. Desde el descubrimiento de la penicilina en el siglo XIX
por el cientifico Alexander Fleming, se ha observado una marcada reduccion en las
muertes causadas por infecciones de bacterias (bacterianas). Desde entonces, el uso de
antibidticos ha experimentado un aumento considerable a nivel mundial, con un

incremento superior al 60 % a comienzos del siglo XX (Klein et al., 2018).

2.3.2. Contaminantes Emergentes (CE)

Consideran contaminantes emergentes a las sustancias quimicas y subproductos
secundarios de la industria, asi como también los productos utilizados para el cuidado
personal y en el uso farmacéuticos (antibidticos, antidepresivos, hormonas entre otros)
que se agrupan bajo una expresion de contaminantes emergentes. Los mismos que en la
actualidad hacen referencia a la produccion y aumento en todo el mundo, lo que ocasiona
su liberacién al medio ambiente, y al hecho que, la mayoria de ellas, no eran consideradas
una amenaza en un principio. Su importante crecimiento en la industria quimica no nace
a raiz del descubrimiento de nuevos principios activos en el area farmaceéutica, sino que

también por la mejora y actualizacién de la tecnologia (Kuster et al., 2006).

2.3.3. Aguas residuales

Se denominan aguas residuales a aquellas que han sido alteradas en sus
caracteristicas naturales debido a la influencia de actividades humanas, lo que resulta que,

debido a su calidad, estas requieran tratamientos para ser restauradas antes de ser
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reaprovechadas o descargadas a cuerpos de aguas naturales (rios, lago y mar) o sistemas
de saneamiento. Ademas, estas se dividen en: aguas residuales provenientes de industrias,
domicilios y municipales (OEFA, 2014).

2.3.4. Resistencia a los antibioticos

Las bacterias adaptan y crecen en presencia de los antibioticos, dicha aparicion va
vinculada a la frecuencia constante de antibioticos, debido a que muchos de ellos
pertenecen a la misma clase, llegando a generar la resistencia en toda una clase conexa.
Asimismo, esta puede manifestarse en un organismo y enseguida poder propagarse de
manera impredecible, llegando a generarse mediante el proceso de un intercambio
genético, los cuales son presenciados en varias bacterias (OMS, 2015).



CAPITULO 11l
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.1. CARACTERIZACION O TIPO DEL DISENO DE INVESTIGACION

El presente disefio de investigacion es de tipo no experimental descriptivo.

3.2. POBLACION O MUESTRA DE ESTUDIO
Paoblacion

La poblacion objeto de estudio lo conforma los puntos de muestreo de la bahia del
Lago Titicaca, donde cuyas aguas reciben vertimientos de las lagunas de oxidacion de la
PTAR “El Espinar”. Asimismo, estos puntos de muestreo comprenden la presencia de

macroalgas presentes en la zona.

Tipo de muestra

El presente estudio presenta un tipo de muestra “no probabilistico”.

Tamaro de muestra

Se realiz6 la toma de muestras puntuales por épocas (lluvioso y seco), al mismo

tiempo de la recoleccion de muestras de macroalgas en los mismos puntos.

3.3. AMBITO DE ESTUDIO

Para el presente estudio, el area de investigacion se sitda dentro del sector peruano
del Lago Titicaca y a un costado de la ciudad de Puno. En donde, las actividades humanas
en la region, incluyen principalmente la liberacion de aguas residuales y tienen un
impacto significativo en el ecosistema, lo que resulta en la acumulaciéon de compuestos
organicos en sedimentos en el lecho del lago. Ademas, la cercania de una laguna de
oxidacion (PTAR EIl Espinar) en la costa contribuye a la presencia de sustancias

peligrosas en las inmediaciones (Vilca et al., 2021). Se llevd a cabo un muestreo
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utilizando un método no probabilistico, seleccionando 14 puntos para recolectar muestras
de aguas superficiales (LTitc 1 al 14) y 9 puntos para recolectar muestras de macroalgas,
de las cuales se extrajeron dos especies diferentes: Zannichellia palustris (LTitc 1 al 6),
especie incluida en la lista de macroalgas establecida por el Instituto de Mar Peruano
(Imarpe, 2023) y Schoenoplectus Tatora (LTitc 10, 13 y 14), especie considerada una
macroéfita en el Lago Titicaca (Maldonado & Aparicio, 2021); de modo que, son estas dos
especies que presentan predominancia dentro de la Bahia del Lago. Todos estos sitios
fueron georreferenciados tal como se aprecia en la Figura 5. Asimismo, se tomaron
muestras en dos periodos: durante la estacion seca en septiembre de 2023 e inicio de
temporada de lluvia en diciembre de 2023, lo que permitié comparar estaciones y cumplir

con los objetivos del estudio.

Coordenadas geograficas de puntos de colecta de agua y macroalga en la bahia del

Lago Titicaca

Tabla 3

Coordenadas geogréficas de ubicacion, bahia del lago

Punto de Colecta de Coordenadas UTM JONA
muestreo muestra N E

L Titc 01 Agua + Alga 01 8247292,3 397132,6 19
L Titc 02 Agua + Alga 01 8248409,9 396945,4 19
L Titc 03 Agua + Alga 01 8247761,9 396248,4 19
L Titc 04 Agua + Alga01 82485214 394907,8 19
L Titc 05 Agua + Alga 01 8249271,4 395216,1 19
L Titc 06 Agua + Alga 01 8249762,0 394558,8 19
L Titc 07 Agua 8249324,6 393172,2 19
L Titc 08 Agua 8248906,5 392347,1 19
L Titc 09 Agua 8247882,5 392358,2 19
L Titc 10 Agua + Alga 02 8247390,9 393183,8 19
L Titc 11 Agua 8248068,6 393551,2 19




L Titc 12

L Titc 13

L Titc 14
B-01
B-Z

B-T

Agua
Agua + Alga 02
Agua + Alga 02

Agua

Alga 01
Alga 02

8247546,6

8246773,1

8247516,8
8283532
8283532
8300591

394044,7

394104,1

395169,1
461537
461537
443121

19
19
19
19
19
19
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Nota. LTitc = Puntos de muestreo, B-01 = Blanco de muestra de agua, B-Z = Blanco de alga 01
(Zannichellia palustris), B-T= Blanco de alga 02 (Schoenoplectus Tatora).



Figura 5

Ubicacion para los puntos de recolecta de muestras
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3.4. ACCIONESY ACTIVIDADES PARA LA EJECUCION DEL
PROYECTO

El experimento se dividio en estudios en condiciones de campo (extraccion de
muestras) y laboratorio. Los estudios en campo se realizaron en los puntos de vertimientos
de aguas residuales al lago Titicaca, en donde se identificaron los puntos de muestreo
desde la salida de vertimientos de aguas residuales de cada una de las zonas a estudiar
con una distancia de 1 km entre cada punto y previa identificacion con la ayuda de un
GPS, en cada punto de muestreo se determiné los parametros de campo (OD, pH, T°y
CE). Se recolectaron muestras de agua en base a las directrices descritas (Autoridad
Nacional del Agua, 2016), necesarias para poder determinar la presencia de antibiéticos.
Dicho ello, una vez colectadas las muestras, pasaron a ser almacenadas en Cooler y
agregando ice pack para mantenerlos a una temperatura promedio de 4 °C
aproximadamente, y posterior a ello fueron llevados hasta el laboratorio de la UNAM —

sede llo, lugar donde se realizaron los analisis respectivos.

Por otro lado, las muestras de macroalgas se trasladaron en bolsas de aluminio y
fueron colocadas en un Cooler con sus respectivos ice Pack, siendo mas adelante
transportados al mismo laboratorio donde se llevaron las muestras de agua. Una vez
Ilegados al laboratorio, fueron almacenadas a una temperatura de -20 °C. por otro lado,
las macroalgas que fueron recolectadas en distintos puntos de su area de evaluacion,
correspondio a puntos ubicados a 1 kilometro de distancia de punto a punto y a 400 metros
de lado a lado, recolectando de tal forma las siguientes especies: Totora (Schoenoplectus
Tatora) en los puntos (10, 13 y 14) y especies de Cafia cafia (Zannichellia Palustris) en
los puntos (1, 2, 3, 4, 5y 6). No obstante, no se pudieron extraer muestras en los demas
puntos, debido a su profundidad y no existencia en su momento de las macroalgas,

descartando asi la extraccion de muestra de macroalga en los puntos (7, 8, 9, 11y 12).

Es preciso mencionar que, antes de la realizacion de analisis de muestras, se
realizé la validacion de método: por cromatografia UHPLC DAD de TC y CTC en agua
mediante método de extraccion SPE y método de validacion para deteccion y
cuantificacion de TC y CTC en macroalga mediante el método QUEChERS.
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Posteriormente, se prosiguio con los analisis para evaluar la concentracion de carbono,

clorofila, polifenol total y capacidad antioxidante.



31

Figura 6

Proceso para la cuantificacion de TC y CTC en muestra de agua de lago
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3.4.1. Técnicas y/o instrumentos
3.4.1.1. Determinacién de clorofila

Los contenidos de clorofila se determind utilizando el método modificado
definido por Riccardi et al. (2014), el cual consistio en la extraccion de 0,1 g de
macroalgas frescas, previamente molidas, posteriormente, se afiadido 10 ml de etanol al
95 %, para luego ser colocado en un lugar oscuro y a temperatura ambiente durante un
periodo de 24 horas. Una vez cumplidas las horas establecidas se pasé a centrifugar a
3000 rpm durante 10 min en un centrifuga refrigerada de marca EPPENDORF 5910 Ri,
una vez terminado de centrifugar se extrajo el sobrenadante y se paso a lectura en un
espectrofotometro ultravioleta, estableciendo primeramente las longitudes de onda
correspondiente a 665 y 649 nm de absorbancia y mas adelante se procedié a realizar los

calculos utilizando las siguientes ecuaciones establecidas por Jeffrey y Humphrey (1975):

Chlorophyll a (mg/L) = 13,95A¢¢5 — 6,88 Ag49
Chlorophyll b (mg/L) = 24,96A¢40 — 7,32 Ages
Total Chlorophyll contents (mg/L) = Chlorophyll a + Chlorophyll b

3.4.1.2. Determinacion de carbono total en Macroalgas

Se recolectd muestras de algas en los puntos establecidos, posterior a ello fueron
transportados al laboratorio; en donde fueron sometidos ha secado en estufa con una
temperatura de 65 °C durante 24 horas. Luego se trituré en un mortero hasta la obtencién
de un polvo fino, seguidamente se almaceno en bolsas ziploc de aluminio y se mantuvo a
refrigeracion a 4 °C hasta su posterior envio a los laboratorios de energia renovables de
la Universidad Nacional Agraria La Molina. Una vez ya en dicho laboratorio, se dio
comienzo al analisis mediante un proceso de combustion, donde el carbono fue
convertido a un estado gaseoso. Luego, fue extraido y transportado a través de cobre
altamente puro, lo que elimino el oxigeno y permitio su separacion mediante una columna.
(Hernéndez et al., 2019). Finalmente, las muestras se introdujeron en una columna
(material estafio) y se llevaron a un espectrometro de masas de relacion isotopica
ThermoQuest-Finnigan Delta Plus (Finnigan-MAT; CA, EE.UU.), acoplado a un
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analizador elemental. De modo que, el método analiz6 las moléculas gaseosas de CO»,
N2, CO, SO y H>, que se introdujeron al espectrometro arrastrados por fluido lento de
helio y catalizados; y finalmente se convirtieran en especies de referencia (Drexler et al.,
2021; Martinelli et al., 1999).

3.4.1.3. Determinacion de antibiético en macroalgas

Para la determinacion de los antibi6ticos en las macroalgas se utiliz el método
QUEChERS modificado, basado en estudios previos (Zhang et al., 2021). Para ello las
muestras de macroalgas recolectadas fueron triturados en un mortero, y posterior a ello
se utilizd 5 g de muestra que, mas adelante pasaron a ser depositados en tubos para
centrifuga de aproximadamente 50 mL, seguidamente se afiadieron 10 mL acetonitrilo —
metanol (85/15 v/v) previamente homogeneizados, seguido a ello se afiadio 1 g de acido
citrico y 0,5 g de citrato de sodio y agitandolos vigorosamente por 10 minutos en un
equipo Vortex. Més adelante, las muestras se colocaron a refrigeracién en lugar oscuro a
—20 °C durante 15 minutos. Después de ello, se agreg6 a los tubos 4 g de Sulfato de
magnesio (MgSOs), mas un gramo de Cloruro de sodio (NaCl), agitandolos
inmediatamente durante 2 minutos, seguido de paso por ultrasonido durante 10 minutos
y se centrifugaron a 5000 rpm con una temperatura programada de 4 °C durante 5 minutos.
Mas adelante, se transfirieron 2 mL del sobrenadante a tubos de polipropileno que
contenian 70 mg de PSA (Amina primaria secundaria), se mezclaron durante un minuto
y se centrifugaron en un equipo de microcentrifuga refrigerada ajustada a 6000 rpm con
temperatura de 4 °C durante un periodo de dos minutos. Finalmente, el sobrenadante se
transfirié a tubos de vidrio (color ambar) previamente por paso de una jeringa de 3 mL
acoplada con un filtro con porosidad de hasta 0,22 pm x 13 mm y ser colocados a un
equipo UHPLC-DAD (Zhang et al., 2021).

3.4.1.4. Determinacion para analisis de polifenoles totales

Para la determinacion de contenido de polifenol total (CPT), ElI método
denominado Folin-Ciocalteu fue crucial para la evaluacion del CPT en las muestras
analizadas (Hasperué et al., 2016). En donde se hizo una aplicacion de 3,75 mL de agua

previamente destilada, seguidamente afiadiendo 0,5 mL de extracto de muestra y/o
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purificado y afiadido a ello la cantidad de 0,25 mL de un reactivo Folin-Ciocalteu (1N),
después de 5 minutos y tras surgir reaccion, se realizaron una mezcla con 0,5 mL de
carbonato de sodio (10 % peso/volumen). Posterior a ello, la absorbancia utilizada fue de
765 nm perteneciente a la longitud de onda, ajustada en el equipo de Espectrometro (UV
1240, Shimadzu, Kioto, Japon); pasado un tiempo de reaccion de aproximadamente 1
hora y con una temperatura modo ambiente, se obtuvo resultados y definieron como mg
de EAG (equivalente de acido galico) por gramo en base seca. No obstante, para
contenido total de polifenoles se definié mediante curva de calibracion preparada usando
acido gélico a diferentes concentraciones (altas y bajas) con una oscilacion de entre 10 y
90 mg/L, teniendo un coeficiente de determinacion (R?) > 0,99 y su formula de la
ecuacion lineal fue de y = 10,015x + 0,0096.

Formula para la aplicacion de CPT

mg acido gélico) B (Abs muestra — B

P.TOTALES (
A

X FD
Litro )

Donde: A: pendiente, B: intercepto, FD: factor de dilucion y Abs: absorbancia

3.4.1.5. Determinacion de Capacidad antioxidante por DPPH

La capacidad antioxidante de las muestras se determinaron utilizando una
metodologia para poder inhibir radical 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) formulado
por (Brand-Williams et al., 1995). Para comenzar, se inicio mezclando 0,1 mL de extracto
de muestra y una cantidad de 3,9 mL de solucién de DPPH (0,1 mmol). Seguidamente,
esta solucidn paso a ser incubada a oscuridad y con temperatura modo ambiente durante
un periodo de 30 minutos aproximadamente. Despues, esta reduccion del radical DPPH,
paso a ser medida a 517 nm de longitud de onda en el espectrometro (espectrometro UV
1240, Shimadzu, Kioto, Japdn). Es preciso mencionar que se utiliz6 metanol como un
control positivo y como negativo se considerd la solucién de DPPH. No obstante, todo
ello se expreso a través del factor CI50 (mg/L), el cual se define como la concentracion

de extracto que se requiere para poder inhibir 50 % de actividad de radical DPPH.
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3.4.1.6. Determinacion mediante capacidad antioxidante ORAC

Los andlisis mediante capacidad antioxidante ORAC para las muestras se
realizaron por medio de un equipo lector de microplacas Multimodal (Biotek HTX),
previamente modificado a la metodologia definida por Chirinos et al., (2008). Para
empezar, se realizo la preparacion de solucion buffer fosfato (PSB) a 75 mmol colocadas
en agua destilada o tipo I, con previo ajuste en su pH de hasta 7,4 aproximadamente.
Seguido aello, se utilizo el buffer y se prosiguio con la dilucion de fluoresceina a 55 nmol,
dilucion de diclorhidrato de 2,2’ — azobis (2-amidinopropano) definido como (AAPH) a
153 mmol, ademas de Trolox como estandar (8 a 40 umol). Seguidamente, en cada una
de la microplaca con contenido de 96 pocillos, se paso a agregar una concentracion de 25
pL cada muestra, el Trolox y también el blanco de buffer (PBS); posteriormente fueron
Ilevados al equipo detector para microplaca. Una vez estando en el equipo, se realizo la
inyeccion de manera automatica 250 pL de fluoresceina para cada uno de los pocillos,
seguidamente la mezcla paso a ser incubada a una temperatura de 37 °C con una duracién
de 10 min. Mas adelante, se inyect6 25 pL de AAPH. No obstante, para la medida de la
fluoresceina se utilizo longitudes de onda: 485 nm (A: excitacion) y con longitud de onda:
520 nm (A: emision), por minuto durante un tiempo de 50 min. Finalmente, valores de
capacidad antioxidante ORAC se determinaron usando el calculo del area en la curva de
la ecuacion y para finalizar, expresando los calculos como micromoles de equivalentes

de Trolox por cada gramo de muestra en peso seco.

3.4.2. Desarrollo y validacion del metodo de analisis cromatogréafico para
determinar Clortetraciclina y Tetraciclina en aguas de Lago

Se desarroll6 y validé el método analitico por un sistema de cromatografia
(UHPLC) conectado a un detector DAD; y posteriormente la deteccion y cuantificacion
de Clortetraciclina y Tetraciclina, se utilizé la metodologia o experimento basado en la
siguiente directriz (Analiticos, 2020) los cuales corresponden a:
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3.4.2.1. Selectividad

Para ello se comprobd la verificacion de la presencia de picos que posiblemente
puedan salir en lo tiempo determinados para los analitos a identificar, de modo que se
colocé muestra de un punto blanco del lago Titicaca como blanco, esto con el fin de evitar
la aparicion de picos impuros; de ello se puede apreciar mas adelante la separacion de los
picos representativos a la TC y CTC en diferentes tiempos de retencion y sin presencia

de otros picos impuros que afecten.

3.4.2.1. Linealidad

Esta parte de la validacion consta de la seleccion de concentraciones de la muestra
patron (TC y CTC), los mismos que con la lectura del equipo UHPLC, el cual los picos
lo interpretan mediante tamafio de area, el cual es proporcional a la concentracion de los
cinco niveles escogidos para cada patron analitico. Y para lo cual se realiz6 la siguiente

secuencia;

e Se utiliz6 un rango de cada muestra patron (TC 'y CTC).

e Se realizd el mix del patron y se prepar6 5 concentraciones diferentes de menor a
mayor (0,1, 0,5, 1, 2y 4 pg/mL).

e La interpretacion del equipo se dio mediante unidad en area representando al eje
“Y” y las concentraciones del mix representando al eje “X”.

e Se verifico que puedan aparecer picos impuros que puedan afectar la regresion de
la curva.

e Realizacion de una regresion lineal y determinacion de un coeficiente de

determinacion otorgado por el equipo UHPLC.

3.4.2.3. Determinacion de limite de deteccién (LD)

Dicha determinacion de LD del método, se defini6 como una concentracion
minima de deteccién de una sustancia, en este caso agua de lago. Ademas, para la
realizacion de la medicion de poder encontrar la concentracion que pueda ser detectable

por el equipo, se uso la formula de calculo de LD:
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e Relacién sefial / ruido.

El cual se tratd de encontrar la minima concentracion de curva de calibracion y
expresada en sefial-ruido, el mismo que es otorgado por el software del equipo UHPLC,

y posterior a ello multiplicado por 3.

_ Conc.min* 1 * 3
B S/R

De modo que, se establecid un limite de concentracion detectada por encima del

triple de sefial ruido (S/R) otorgado por el equipo cromatogréfico.

3.4.2.4. Determinacion para el limite de cuantificacion (LQ)

Para dicha determinacién de LQ, se establecié como una concentracion minima
del analito que podria ser determinada con precision aceptable, siendo al menos 10 veces
mayor que la sefial de ruido. Se alcanzé este valor multiplicando la concentracion del
limite de deteccion (LD) por 3,3, como indica la siguiente formula:

_ Conc. min x1%3

LD =

Sefial Ruido

LQ=LD*3,3

De este modo se tendria una relacién de 10 veces para el LD con relacién de sefial

ruido otorgado por el equipo UHPLC.

3.4.2.5. Prueba de recuperacion

Esta seccion del método evalud las muestras fortificadas con concentraciones
previamente conocidas del analito (pico cromatografico), utilizando pruebas de
concentraciones (bajas, intermedias y altas) en un alcance de aplicacion para el metodo.
Es importante tener en cuenta que este procedimiento tiene una limitacion: el analito
agregado puede no estar en forma similar que la muestra original. No obstante, la adicién

de los analitos con una facilidad de deteccién conduce a recuperaciones elevadamente
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positivas. Ademas, se determino eficazmente el proceso SPE (extraccion en fase solida);

cuyo resultado de recuperacion oscilaron entre el 60 % y 120 %.

Este proceso de recuperacion se realizé el calculo mediante la siguiente ecuacion:

-G

Recuperacion (%) = ( >X 100

3

De modo que:

C1: Representa la concentracion inicial del analito

C2: Concentracion del analito al final del analisis en una muestra no fortificada
(muestra de matriz + muestra estandar)

Ca: Indica la concentracion del analito que se agrega a la muestra

3.5.  MATERIALES Y/O INSTRUMENTOS

3.5.1. Materiales, reactivos, equipos e indumentaria de proteccion para el

muestreo de aguas residual
4.5.1.1. Materiales de campo e indumentaria

Los materiales que se utilizaron para el presente trabajo fueron: fichas de registro,
papel tisu, cinta adhesiva, pluman para pizarra acrilica, frascos etiquetados con tapa rosca,
cajas térmicas, ice pack (hielo congelante), material para embalaje, pisetas de 100 y 500
mL, agua osmotizada y destilada, solucion amortiguadora de pH, preservante (EDTA),
pizarra acrilica, pipetas, cronometro, soga resistente, casco, chaleco, mameluco, botines

de seguridad, gafas, guantes de latex, arnés y mascarillas.

3.5.1.2. Equipos

Para los analisis en laboratorio se utiliz6 equipos como el UHPLC, de marca
Agilent acoplado con detectores arreglo de diodos (DAD), balanza semi micro de marca
Toledo, campana extractora, sistema de filtracion al vacio, bomba peristaltica,

concentrador de gas nitrégeno, centrifuga refrigerada de marca eppendorf 5910 Ri,
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microcentrifuga refrigerada de marca eppendorf 5425 R, vortex, micro pipeteadores,
equipo de ultrasonido, Rotavaporador marca Bucchi R300, Purificador de agua Simplicity
UV, sistema ultrasonido marca Ultrasonic cleaner, Lector de microplacas (Multi - Modal
- Synergy HTX - BioTek) y Espectrofotometro UV/visible (Genesys 150, Thermo

Scientific).

3.5.1.3. Reactivos y otros

Para la realizacion de la validacion y los demas analisis se realizd basado en las
indicaciones de las metodologias de articulos cientificos, de mod que se utilizé patrones
de farmacos como la tetraciclina (TC) y Clortetraciclina (CTC) con una pureza de > 95 %
respectivamente, mix de polifenoles con una pureza al 99 %, todos ellos de la marca
Sigma Aldrich; no obstante, para los procesos de polifenoles y capacidad antioxidante se
utilizo: se utilizo reactivos Folin Ciocalteu al 97 %, Acido galico al 99 %, 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH al 90 %), Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
al 97 % (Trolox), 2,2'-azobis(2-amidino-propano) dihidrocloruro (AAPH al 97 %),
Fluoresceina sodica, Fosfato disodico (Na2HPOa), Potasio dihidrogeno fosfato (KH2PO4),
Alcohol etilico absoluto al 99 %, solventes como el metanol, acetonitrilo, isopropanol y
acido férmico todos ellos en grado HPLC de marca Baker, citrato de sodio dihidratado,
acido citrico monohidratado (CHEM CRUZ) y Agua Milli-Q (Synergy Ultrapure Water

System, Millipore, Francia).

3.5.1.4. Materiales de laboratorio

Para el proceso de las metodologias propuestas se utilizo materiales de vidrieria
como las botellas de polietileno de 1 litro, probetas (50, 250, 500 y 1000 mL), Fiolas (5,
10, 25, 50, 100, 200, 250 y 500 mL), pipetas (1, 2, 5y 10 mL), vaso de precipitacion (100,
250 y 500 mL), filtros de membrana de 0,22 pum de material de nylon, cartuchos de
extraccion de marca Oasis, cartuchos de extraccion C18, mangueras de venoclisis, viales
de color ambar de 2 mL, matraces volumétricos con tapén, Tips punteras (20, 200 y 1000

uL), papel filtro marca Whatman y filtro jeringa con un tamario de poro de 0,22 pm.
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3.6. TRATAMIENTO DE DATOS (ANALISIS ESTADISTICOS)

El proceso de recoleccion de datos se realizd mediante tablas consolidadas en
Excel, disefiadas especificamente para andlisis estadistico y el procesamiento de
informacién. Ademas, se procesaron los datos de la validacion en paquetes estadisticos

como el Past 4.11.

Se emple6 medidas con tendencia central, como el promedio, dispersion,
desviacién estandar y el coeficiente de variabilidad, para describir las variables de
respuesta. Ademas, las diferencias de concentraciones de TC y CTC en agua y plantas
acuaticas en diversos puntos de muestreo se analizaron utilizando T de Student
comparativo con nivel de significancia (95 %). Asi como también, se realiz6 una
correlacion de Pearson; todo ello fue realizado en el entorno de programacion RStudio

utilizando R versién 3.3.1.



CAPITULO IV
RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

4.1. PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE MUESTRAS DE COLECTA DE
AGUA

Se evaluaron los pardmetros fisicoquimicos en el presente estudio correspondiente
a (pH, OD, CE y T°), previamente se realiz6 una comparacion con los estandares de
calidad ambiental (ECA) como parte del analisis (MINAM, 2017), comparando con su
respectiva categoria (conservacion del ambiente acuatico — Cat. 4). Seguidamente, los
resultados evidencian que en promedio del pH en época de estiaje y avenida se encuentran
por encima a un pH 9 tal como indica (Tabla 4), y concentraciones altas de hasta 10,13
pH para en el punto LTitc 06 en tiempo de estiaje y un pH de 10,6 en el mismo punto en
tiempo de avenida respectivamente. EI promedio del pardmetro de oxigeno disuelto oscild
de entre 10,5 £ 2,8 en época de estiaje y un incremento en el promedio de 13,9 + 4,2 mg/L
para la época de avenida, respectivamente; por lo tanto, los resultados de este parametro
se situan dentro de los limites que establece el ECA (> 5 mg/L). Por otro lado, los
promedios para ambas épocas oscilaron entre 1 896,9 + 149 uS/cm para Estiaje y 1 934,2
+203,1 uS/cm para la época de avenida, respectivamente; de modo que, en ambos casos,
estarian por encima a lo establecido por el ECA (1000 uS/cm). Finalmente, los resultados
registrados en la (tabla) evidencian que el promedio registrado en el periodo de estiaje
(setiembre) de 17,6 + 1,1 °C y presentando un incremento promedio de 3 grados, y este
se ve reflejado a lo registrado en época de avenida (diciembre) con un promedio de 20,2
*+ 2,5 °C, cumpliendo de tal forma a la diferencia establecida por el ECA (A 3 °C).
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Tabla 4
Valores promedio de los andlisis de pardmetros fisicos y quimicos de muestra colectada

en los puntos de muestreo

Parametro Seco Lluvioso Total P-valor

pH 96 + 04 90 0,5 93 0,5 P <0,05
OD(mg/L) 105 + 28 139 + 4,2 122 + 3,9 P <0,05
CE(S/L) 18969 + 1490 19342 + 203,1 19155 + 1758 P >0,05

Temp (°C) 17,6 1,1 20,2 2,5 189 + 2,3 P <0,05

I+
I+

Nota. Temperatura (Temp), Potencial de hidrogeno (pH), Conductividad eléctrica (CE) y Oxigeno disuelto
(OD),

4.2. PRESENCIA DE ANTIBIOTICO EN PUNTOS DE MUESTREO

Se realizo la cuantificacion de antibioticos en la bahia del lago Titicaca, los cuales
fueron monitoreados tanto en tiempo de estiaje (Setiembre) y avenida (diciembre)
correspondiente al afio 2023, dicho ello las concentraciones para la temporada de estiaje
alcanzaron los 0,2 pg/L para Tetraciclina (TC) y 3,59 pg/L para Clortetraciclina (CTC)
respectivamente; y concentraciones para el tiempo de avenida que oscilaban de entre 0,08
a 0,49 pg/L para TC y concentraciones de entre 0,19 a 2,47 npg/L para CTC
respectivamente. Por otro lado, se reportan las concentraciones méas elevadas tanto para
la presencia de TC Y CTC en el punto 10, el cual corresponde a un punto cercano a la
fuente de vertimiento de las lagunas de la PTAR “El Espinar”. Asimismo, se pudo
detectar y cuantificar concentraciones de TC y CTC en el punto 1, el cual se encuentra
cercano a la bocatoma Chimu, y donde dichas concentraciones para TC tanto en tiempo
seco y lluvioso oscilaban entre 0,016 a 0,077 ug/L y concentraciones de entre 0,227 pg/L

(seco) a 2,47 pg/L (lluvioso) para CTC respectivamente.

Tabla 5
Concentracién de TC en los puntos de colecta en la bahia en época de estiaje y avenida
(ug/L)
Estacion n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor
Estiaje 14 0,07 0,06 0,02 0,2 0,04 0,02 0,14

. P <0,05
Avenida 14 0,19 0.1 0,08 0,49 0,18 012 0,21

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).
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Tabla 6
Concentracién de CTC en puntos de colecta en la bahia en época de estiaje y avenida
(ug/L)

Estacion n X DE Minimo Maéaximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor
Estiaje 14 1,02 093 0,23 3,59 0,59 05 1,68
Avenida 14 06 062 0,19 2,47 0,38 0,26 0,56

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

<0,05
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Figura 7
Dendrograma identificando tres grupos diferenciados por colores a las concentraciones de TC y CTC en los puntos de colecta de muestra
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Figura 8

Distribucion espacial de concentraciones de TC y CTC en puntos de muestreo en estaciones de avenida y estiaje
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4.3. PRESENCIA DE ANTIBIOTICO EN MACROALGA

Se realiz6 el monitoreo en los 14 puntos establecidos para la toma de agua y
muestra de alga, y de los cuales solo se encontraron la presencia de la especie de Cafia
cafia (Zannichellia palustris) en los puntos (1, 2, 3, 4, 5y 6) y la especie de Totora en los
puntos (10, 13 y 14); no obstante, los demés puntos de monitoreo (7, 8, 9, 11y 12) no
mostraron presencia de ninguna de las especies de macroalgas. Seguido a ello se registrd
concentraciones de antibidticos en dos especies de algas de la bahia del lago Titicaca, las
algas encontradas corresponde a las especies conocidas como Cafia cafia y Totora
(Schoenoplectus Tatora), dicho ello, las concentraciones maximas de TC encontradas en
la especie de Carfia cafia fue de 0,58 pug/g (temporada seca) y 0,06 pg/g de TC para la
especie de Totora (temporada seca); asimismo, se encontré concentraciones maximas de
CTC de hasta 30,23 en la especie de Cafia cafia (temporada seca) y hasta concentraciones
de 0,81 ng/g en Totora (temporada seca). No obstante, los valores obtenidos sobre la TC
presente en Cafia cafia respecto a las dos épocas (avenida y estiaje), presenta diferencia
estadisticamente significativa (P < 0,05), mientras tanto los demas valores respectoa CTC
en Carfia cafia, TC y CTC en Totora no presentan diferencia significativa (P > 0,05) en

ambas épocas.

Tabla 7

Concentracion de TC en Zannichellia palustris en estacion de estiaje y avenida (ug/g)

Estacibn n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor

Estiaje 6 021 023 0,04 0,58 0,09 0,05 0,42 > < 0.05
< )

Avenida 6 0,02 0,02 0,0028 0,06 0,02 0,01 0,02

Nota. La concentracion se encuentra en pg/g.

Tabla 8

Concentracion de CTC en Zannichellia palustris en estacion de estiaje y avenida (ug/g)

Estacion n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor

Estiaje 6 817 11,65 0,04 30,23 4,62 0,1 9,38 5> 0.05
> )

Avenida 6 14 1,79 0,2 4,94 0,86 0,29 1,25

Nota. La concentracion se encuentra en pg/g.
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Tabla 9

Concentracion de TC en Schoenoplectus Tatora en estacion de estiaje y avenida (ug/g)

Estacion n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3  P-valor
Estiaje 3 0,02 0,03 0 0,06 0,01 0 0,06
Avenida 3 0,02 0,02 0,003 0,04 0,01 0,003 0,04

Nota. La concentracion se encuentra en pg/g.

> 0,05

Tabla 10
Concentracién de CTC en Schoenoplectus Tatora en estacion de estiaje y avenida
(1g/g)
Estacion  n X DE Minimo Méaximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor
Estiaje 3 0,28 046 0 0,81 0,04 0 081

_ P> 0,05
Avenida 3 001 006 003 0,16 011 003 0,16

Nota. La concentracion se encuentra en pg/g.

44. PRESENCIA DE CLOROFILA EN MACROALGA

Los pigmentos que intervienen en este proceso de fotosintesis (clorofila a y b)
cumplen un rol muy importante durante la absorcion y transformacién de energia
luminosa a quimica. En este estudio se pudo encontrar un cambio en las concentraciones
respecto a las temporadas (seco y lluvioso) en la especie Zannichellia palustris, dicho
ello las concentraciones maximas encontradas para esta especie fueron de hasta 13,41
pg/mL (estiaje) y un minimo de 2,9 pg/mL (estiaje), asimismo, concentraciones en época
de avenida fluctuaban hasta un méaximo de 5,67 pg/mL y menor de 1,05 pg/mL
respectivamente. No obstante, la comparacion en cuanto a la presencia de clorofila en
Zannichellia palustris en ambas épocas presenta estadisticamente diferencia significativa
(P < 0,05), es decir que una de las temporadas presenta un nivel de clorofila mayor.
Asimismo, los resultados de correlacion realizados en ambas especies de macroalgas con
respecto a su clorofila en época de avenida se observa un incremento para la especie de
Totora, pues se evidencia un incremento de clorofila cuando la concentracion de
Clortetraciclina comienza a incrementarse; mostrando asi una correlacion de (r = 0,99),

de modo que el resultado muestra ser significativo en cuanto al punto de vista estadistico
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(P < 0,05). Mientras tanto, las demas correlaciones (TC-Totora, TC-Cafia cafia y CTC-

Caria cafia) en cuanto a este periodo de avenida resultaron no ser significativas (P > 0,05).

Tabla 11

Concentracion de clorofila en Zannichellia palustris en época de avenida y estiaje

Estacion n Xx DE Minimo Maéaximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor
Estiaje 6 7,2 3,88 2,9 13,41 5,85 501 10,2

. P <0,05
Avenida 6 3,01 167 1,05 5,67 2,92 1,75 3,75

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

Figura9
Dispersion del coeficiente de correlacion para TC y CTC en Zannichellia Palustris
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Las concentraciones de clorofila encontradas en la especie Schoenoplectus Tatora
presenciaron concentraciones de hasta 16,27 ug/mL y un minimo de 3,67 ug/mL, ambos
en época seca. Por otro lado, las concentraciones para la época lluviosa, las
concentraciones maximas encontradas fueron de hasta 2,64 pg/mL y un minimo de 2,41
ug/mL respectivamente. De modo que se estaria reflejando un porcentaje de descenso en
la clorofila de hasta 40 % para la especie de Zannichellia palustris y un porcentaje de

descenso de hasta un 20 % para la especie de Schoenoplectus Tatora, reflejando de tal
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forma la disminucion de clorofila cuando comienza la temporada lluviosa. Por otro lado,
los resultados comparando la clorofilay la especie de Totora en ambas épocas evidencian,
mediante la prueba T Student, no haber diferencia significativa (P > 0,05) de clorofila en
la especie de Totora. En contraste, se realizo la correlacion con la prueba de Pearson para
la época de estiaje para ambas especies y se tuvo como resultado que la especie de Cafia
cafia y la concentracion de TC presentan una correlacion de r = 0,94 evidenciando un
incremento de clorofila en cuanto la concentracion de TC se incrementa, y evidenciando
a su vez que es significativo estadisticamente (P < 0,05); ademas que la concentracion de
CTC sobre la clorofila presenta no ser significativo (P > 0,05). Por otro lado, los
resultados evidenciaron que existe significancia (P < 0,05) con relacién a clorofila con
los farmacos (TC y CTC) para la especie de Totora en época de estiaje y con una
correlacion negativa de r =-0,99, evidenciando de tal forma una disminucion de clorofila

en cuanto la concentracion de ambos farmacos se tiende a incrementar.

Tabla 12

Concentracién de clorofila en Schoenoplectus Tatora en época de avenida y estiaje

Estaciébn n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor
Estiaje 3 1154 6,86 3,67 16,27 1468 3,67 16,3
Avenida 3 253 0,11 241 2,64 2,55 2,41 2,65

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

> 0,05
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Figura 10
Dispersion del coeficiente de correlacion de TC y CTC en especie de Schoenoplectus
Tatora
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45. CONCENTRACION DE PORCENTAJE DE CARBONO TOTAL EN
MACROALGA

La concentracion del porcentaje de carbono en la especie Zannichellia palustris
presentd un mayor porcentaje de hasta 40,92 % de carbono total (seco) y un minimo de
34,22 % de carbono total respectivamente (seco). Ademas, la concentracion registrada en
época de avenida registré un maximo de 44,86 % y un minimo de 39,01 % de carbono
total, respectivamente. Asimismo, se evidencio que en todos los puntos (1, 2, 3, 4,5y 6)
en epoca de avenida, tienden a sufrir un incremento ligero en su porcentaje de carbono
total. Por otro lado, el promedio de porcentaje de carbono total en época de estiaje es
menor (37,47 %) al porcentaje del punto de blanco de muestra el cual tiene un 40,28 %
de carbono total; Ademas, el promedio de porcentaje de carbono total en la época de
avenida (42,57 %) estaria por encima del porcentaje de blanco de muestra que es de

40,28 %. Asimismo, se realiz6 una comparacion entre el carbono total para la especie de
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Cafia cafia en ambas épocas, resultando como prueba T Student ser significativo
estadisticamente (P < 0,05), debido a la variacién presentada en el periodo de muestreo.
No obstante los resultados correlacionales para esta misma especie respectoala TCy TC
muestran no ser significativos estadisticamente (P > 0,05), mostrando una asociacion
respecto al incremento del porcentaje de carbono total con el incremento de la
concentracion del farmaco (correlacion de r = 0,3 para TC y r = 0,4 para CTC) ambos en
tiempo de avenida y lo mismo sucede en tiempo de estiaje, donde no presenta ser
significativo, sin embargo, presentan una correlacion positivader =05 para TCy r =

0,14 para CTC respectivamente.

Tabla 13
Concentracién de % de carbono total en Zannichellia palustris en época de avenida y

estiaje

Estacion n X DE Minimo Maéaximo Mediana Q-1 Q-3  P-valor
Estiaje 6 37,47 241 34,22 40,92 37,84 353 387
Avenida 6 4257 21 39,01 44,86 42,62 419 4443

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

p<0,05

Los porcentajes de carbono total registrados en la especie Schoenoplectus Tatora
registraron un valor maximo de hasta 46,56 % y un minimo de 45,87 % de carbono total
registrado en época de avenida. Al mismo tiempo, los porcentajes maximos de carbono
en época de estiaje registraron un maximo de 46,17 % y un minimo de 43,3 %
respectivamente. No obstante, en ambas estaciones los porcentajes de carbono total
estarian siendo menores a los porcentajes del punto blanco de muestra, el cual tiene un
porcentaje de carbono mayor (46,82 %), muestra que fue extraida de una zona con una
escaza presencia de contaminantes, es decir sin presencia alguna de fuentes de
vertimientos de agua residual, este punto se encuentra ubicado en la provincia de moho,
especificamente en el muelle de zarpe al lago. Por otro lado, se realizo la prueba
comparativa de T Student, dando resultado de no haber diferencia significativa
estadisticamente (P > 0,05) con porcentaje de carbono total en las estaciones de avenida
y estiaje para la especie de Totora. No obstante, se realiz6 una correlacion respecto al

porcentaje de carbono con la concentracion de TC y CTC tanto en avenida como estiaje,
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resultando no mostrar ser significativo en ninguno de los casos. Sin embargo, se presenta
una asociacion entre las variables, es decir, que para la correlacion de carbono total con
la TC muestra una correlacion mediana ligeramente positiva (r = 0,4) en época de avenida
y una correlacion negativa (r = -0,9) para CTC. Sin embargo, para la estacion de estiajes
muestra una correlacion negativa tanto para TC y CTC (r = -0,7 y r = -0,8
respectivamente), evidenciando que el incremento de farmaco disminuy6 el porcentaje de
carbono total para Totora. De modo que se evidencia una fuerte asociacion tanto positiva
como negativa importante entre las variables, pero no se concluye que estos resultados

sean estadisticamente significativos (P > 0,05).

Tabla 14

Concentracién de clorofila en Schoenoplectus Tatora en época de avenida y estiaje

Estacion n X DE Minimo Méaximo Mediana Q-1 Q-3  P-valor
Estiaje 3 44,63 145 43,3 46,17 4417 43,3 46,17
Avenida 3 46,28 0,36 45,87 46,56 46,41 4587 46,56

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

> 0,05

4.6. CAPACIDAD DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES (CFT)
EN MACROALGAS

Las concentraciones de CFT que se realizaron a las 2 especies de macroalgas en
el lago, presentaron una disminucion en cuanto a su concentracion para la especie
Zannichellia palustris (Cafia cafa) el cual tiene un promedio de 2,03 mg EAG/gss para
la época de estiaje y 0,67 mg EAG/gss para la época de avenida respectivamente.
Adicionalmente, se not6 una disminucion aproximada del 30 %, lo cual se reflejaria en
los resultados exhibidos durante la temporada de avenida. Durante este periodo, se
observa un descenso en concentracion total de polifenoles en los puntos de recolecta de
muestra 1, 2, 3, 4, 5y 6. No obstante, se realizé una prueba comparativa de T Student y
como resultado, no hay diferencia significativa (P > 0,05) en cuanto a las estaciones para
la especie de Cafia cafia. Asimismo, los resultados de correlacion realizados a esta misma
especie evidenciaron no ser significativos estadisticamente (P > 0,05) para TCy CTC

tanto en época de avenida y estiaje, pero mostraron una correlacion positiva alta en cuanto
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asu asociacion de variablesr=0,8 para TC y r = 0,7 para CTC respectivamente en tiempo
de avenida; asi como también relacion baja de r = 0,1 para TC y correlacién mediana r =
0,5 para CTC para la época de estiaje respectivamente. Aunque las correlaciones poseen
una asociacion importante entre las variables, no se puede concluir que sean

estadisticamente significativos (P > 0,05).

Tabla 15
Concentracion de Polifenoles totales en Zannichellia palustris en época de avenida y
estiaje
Estacion n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor
Estiaje 6 2,03 3,68 0,17 9,48 0,38 02 16
. P>0,05
Avenida 6 0,67 0,73 0,1 1,8 0,33 0,1 1,38

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

Por otro lado, las concentraciones presentadas para la especie Schoenoplectus
Tatora y su comportamiento en cuanto a su concentracion de polifenoles totales
mostraban una concentracion minima de 0,19 mg EAG/gss (estiaje), 0,14 mg EAG/gss
(avenida) y concentraciones maximas de hasta 0,33 mg EAG/gss (estiaje) y 0,21 mg
EAG/gss (avenida) respectivamente. Sin embargo, esta variedad de macrofita también
experiment6 una reduccion en su concentracion de hasta un 75 %, situacién que podria
verse reflejada en los resultados mostrados durante la temporada de avenida, y
posiblemente evidenciada en los puntos 10, 13 y 14 respectivamente. Asimismo, al llevar
a cabo una prueba de comparacion de T de Student, no se observoé diferencia significativa
(P > 0,05) entre los grupos analizados en relacion a la cantidad de polifenoles totales con
las estaciones (avenida y estiaje). No obstante, mediante una prueba de correlacion
realizados para esta especie de Totora se evidencid no ser significativos para TCy CTC
tanto en época de estiaje como avenida; sin embargo, se present6 una asociacion positiva
(r=0,34) para TC y una correlacion negativa (r = -0,94) para CTC en época de avenida.
Por otro lado, para la época de estiaje en la especie de Totora presento una correlacion
negativa para TC y CTC (r = -0,22 y r = -0,24), es decir, que la concentracion de

polifenoles tendia a disminuir cuando la concentracion se incrementaba. Sin embargo, en
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todos los casos de correlacion no se puede concluir que esta asociacion sea

estadisticamente significativa (P > 0,05).

Tabla 16
Concentracion de Polifenoles totales en Schoenoplectus Tatora en época de avenida y

estiaje

Estacion n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor
Estiaje 3 0,24 0,07 0,19 0,33 0,21 0,19 0,33
Avenida 3 0,18 0,04 0,14 0,21 0,19 0,14 0,21

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

P>0,05

4.7. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN MACROALGAS
Capacidad antioxidante DPPH (1Cxo)

Este procedimiento examina la habilidad que tiene el polifenol (un antioxidante)
para poder contrarrestar el radical DPPH. De modo que los valores ICsp, dan a conocer la
concentracion de polifenoles que es requerida para reducir en un 50 % el radical DPPH
que se encuentra presente en muestra de solucion, en este caso pertenecientes a las
muestras de macroalga y macrdéfita respectivas. Asimismo, estos extractos se obtuvieron
a partir de las muestras previamente molidas y agregadas con solvente. Y donde los
resultados en la especie Zannichellia palustris comparando las estaciones (estiaje y
avenida) nos otorgo valores que van desde 0,74 mg/mL hasta un maximo de 34,38 mg/mL
respectivamente. Sin embargo, se realiz6 una prueba comparativa de T Student en la
especie de Cafa cafia, la cual arrojo un resultado indicando que hay una diferencia
significativa (P < 0,05) en cuanto a capacidad antioxidante DPPH, el cual se puede
diferenciar en las comparaciones de los promedios de DPPH respecto a la estacion de
avenida (mayor) con la estacion de estiaje (menor). Por otro lado, se realizd una
correlacion entre la capacidad DPPH con TC y CTC en ambas estaciones, dando como
resultado no ser significativos (P > 0,05) para esta especie de Cafia cafia; y con asociacion
negativa para CTC (r = -0,8) y positiva para TC (r = 0,2) en época de estiaje
respectivamente. Ademas de presentar una asociacion negativa con correlacion alta entre

las variables tanto para TC y CTC (r = -0,6 y -0,7 respectivamente) en época de avenida,
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lo que significaria una disminucién de la capacidad antioxidante DPPH conforme se

incrementa la concentracion de los fA&rmacos para esta especie de Cafia cafia.

Tabla 17
Concentracion de capacidad antioxidante DPPH en Zannichellia palustris en época de

aveniday estiaje

Estacion n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3 P-valor
Estiaje 6 2,77 1,48 0,74 4,41 3,44 1,11 3,49 b < 0.05

< 1
Avenida 6 2154 1344 2,8 34,38 23,02 12,83 33,21

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

Los resultados de DPPH de la especie de Schoenoplectus Tatora en cuanto a las
estaciones (estiaje y avenida), presentaron valores 1Csop minimas de 3,24 mg/mL y un
maximo de 87,59 mg/mL respectivamente. El resultado de la prueba T para la especie de
Totora nos dio como resultado, la no existencia de diferencia significativa (P > 0,05) con
relacién a las estaciones de avenida y estiaje. Ademas, se realiz6 una correlacion para esta
especie de Totora, resultando ser significativo para TC en época de avenida (P < 0,05) y
con una correlacién negativa alta de (r = -0,9) evidenciando una disminucién de la
capacidad DPPH en cuanto la concentracién de TC se incrementa; no obstante, no
presento una diferencia significativa para CTC (P > 0,05) con correlacion baja (r = -0,1).
Asimismo, no presento ser significativo (P > 0,05) para la especie de Totora tanto para
TCy CTC en época de estiaje, pero mostraron una asociacion positiva (r=0,6 yr=0,7)

respectivamente.

Tabla 18
Concentracién de Capacidad antioxidante DPPH en Schoenoplectus Tatora en época

de avenida y estiaje

Estacio _ ) )

n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3  P-valor
n
Estiaje 3 3,84 0,55 3,24 4,3 4 324 473

_ P>0,05
Avenida 3 58,86 42,22 10,38 8759 78,6 10,38 87,59

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).
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Capacidad antioxidante ORAC

Las evaluaciones a la capacidad ORAC en la especie Zannichellia palustris en
épocas de estiaje y avenida, muestran concentraciones minimas de 2,43 umol ET/gss el
cual fue registrado en el punto 4, y una concentracion maxima de hasta 58,11 pmol ET/gss

correspondiendo al punto 2 respectivamente.

Tabla 19
Concentracion de capacidad antioxidante ORAC en Zannichellia palustris en época de

avenida y estiaje

Estacion n X DE Minimo Méaximo Mediana Q-1 Q-3  P-valor

Estiaje 6 14,96 2152 3,54 58,11 51 3,69 14,2 5> 0.05
> H

Avenida 6 11,76 1295 2,43 36 6,16 3,31 16,48

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

Por otra parte, la capacidad antioxidante realizadas a la especie Schoenoplectus
Tatora en ambas estaciones, muestran concentraciones minimas de 3,61 umol ET/gss y
méaximas de hasta 14,42 umol ET/gss respectivamente. Sin embargo, los resultados
obtenidos fueron inferiores a las concentraciones exhibidas por la muestra de referencia,

ya que esta demostrd una capacidad antioxidante mas alta de hasta 30,69 pmol ET/gss.

Tabla 20
Concentracion de Capacidad antioxidante ORAC en Schoenoplectus Tatora en epoca

de avenida y estiaje

Estacién n X DE Minimo Maximo Mediana Q-1 Q-3  P-valor
Estiaje 3 5,33 0,65 4,7 5,99 5,29 4,7 5,99
P>0,05
Avenida 3 7,28 6,18 3,61 14,42 381 361 1442

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).




DISCUSIONES

Los vertidos continuos de aguas residuales, asi como la recepcion constante de
efluentes por parte de las PTAR junto con el uso excesivo de farmacos veterinarios en la
acuicultura (Vilca et al., 2021), han ocasionado dificultades en remocion de estos
compuestos de antibidticos. Sin embargo, un aumento significativo y continuo de estos
vertidos podria hacer que la tecnologia convencional se vuelva obsoleta (Sandoval et al.,
2024). Mas aun con antimicrobianos como las tetraciclinas, las cuales se encuentran entre
los farmacos mas ampliamente producidos a nivel global (Mosaleheh & Sarvi, 2020), lo
que hace inevitable su presencia en matrices de cuerpos Iénticos, como lagos. De este
modo, el ingreso de contaminantes puede resultar en la absorcion de estos antibi6ticos
por parte de las macroalgas debido a procesos que las caracterizan (biodegradacion,
bioacumulacion y bioadsorcion) y también debido a las caracteristicas especificas como
la morfologia de las macroalgas. Ademas, actualmente se ha evidenciado que especies
nativas del lago Titicaca, poseen la capacidad de absorber dichos contaminantes
(Maldonado et al., 2023; Nieto et al., 2021; Vilca et al., 2021); corroborando de tal forma
con nuestros analisis de TC y CTC encontrados en las macroalgas (Cafia cafia y Totora)
de la bahia del lago Titicaca y como estos farmacos se estarian ocasionando alteraciones
en la clorofila, polifenoles totales, capacidad antioxidante (Ramos et al., 2023) y en

porcentaje de carbono total acumulado en su estructura (Vilca et al., 2022).

La presencia de TC y CTC, y como estos se encontrarian ingresando a la
macroalga evidenciada en el presente estudio, descartaria que los farmacos solo tiendan
a fotodegradarse o eliminarse mediante factores como la hidrolisis. Si no que también se
da importancia a que estas especies de macroalgas presentes en la bahia, posean la
suficiente capacidad (bioadsorcién, bioacumulativa y biodegradacidn) que las caracteriza
unas con otras; y que de esta manera estas se encuentren ingresando unidas a proteinas
intracelulares de manera acumulativa (Long et al., 2024; Xiong et al., 2021) y el ingreso
a las células de manera pasiva o con la intervencién dependiente de la energia presente
en la macroalga. De modo que, las concentraciones de TC maximos para Cafia cafia (0,58
ug/L) y concentraciones de CTC para Totora (3,23 pg/L) en el presente estudio, pueden

explicarse por sus propiedades (bajo peso molecular), lo que les permite tener mayor
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facilidad de ingresar a la membrana celular ya sea en altas o bajas concentraciones, debido
a la hidrofobicidad que presenta la membrana (Xiong et al., 2018). Ademas, un aspecto
clave, durante la difusion pasiva dentro de la membrana celular se da con la presencia de
proteinas transportadoras, y en la difusién metabolica donde las moléculas se mueven
dentro de la membrana, pero en direccién gradiente de concentracion (de una region
menor a otra mayor), generando consumo de energia celular (en forma de ATP) por la

macroalga (Xiong et al., 2021).

Por otro lado, muchas de estas especies de macroalgas a lo largo del tiempo han
otorgado resultados favorables en cuanto a la remocién de contaminantes emergentes en
medios acudticos (Maldonado et al., 2022). Sin embargo, una vez ingresado dentro de su
estructura han ocasionado problemas en su desarrollo (Maldonado et al., 2022; Ramos et
al., 2023). De hecho, las diferencias en las concentraciones encontradas en el presente
estudio en cada estacion (avenida y estiaje), presentan algunas alteraciones en cuanto a la
respuesta de las macroalgas, y como estas se encontrarian actuando en cuanto a su
capacidad de fijacion de carbono; cuando el incremento progresivo de concentraciones
de farmacos (TC y CTC) para Totora en época de estiaje estaria disminuyendo su

capacidad para fijar carbono.

Las algas cumplen un rol sumamente importante en el ecosistema acuatico, y mas
aun con la presencia de contaminantes organicos presentes en el medio, pues estos tienen
la capacidad de bioadsorber en su interior cantidades de dichos contaminantes y de
manera prolongada (Fu et al., 2017; Vilca et al., 2021; Maldonado et al., 2023). Por tanto,
niveles cuantificados durante el monitoreo en la bahia del Lago Titicaca revelan la
presencia de hasta 0,2 pug/L (en época de estiaje) y 0,49 pg/L (en época de avenida) de
tetraciclina (TC) en agua. De modo que, estos resultados coinciden con los hallazgos
previamente observados en los monitoreos realizados en los rios de Juliaca, donde se
evidencia un impacto toxico significativo en las especies de algas (Nieto-Juarez et al.,
2021). Asimismo, durante la estacion de estiaje, la presencia de Tetraciclinas (TC) y
Clortetraciclinas (CTC) en la especie de Schoenoplectus Tatora presenta una correlacion
negativa con respecto a los niveles de clorofila. Es decir, a medida que aumenta la

concentracion de TC y CTC, se observa una disminucién en los niveles de clorofila en
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esta especie, lo que sugiere la ocurrencia de dificultades en las reacciones fotoinducidas
y la interrupcién del proceso de transferencia de electrones cuando el compuesto esta
expuesto a la luz solar; provocando efecto en la produccion de especies reactivas,
conllevando afectar la fotosintesis de manera parcial y teniendo un impacto negativo
(Zhao et al., 2020). Seguidamente, la pérdida del pigmento en las células de macroalga,
generaria repercusion en la actividad de la ribulosa-1.5-bifosfato carboxilasa (RuBPCasa);
evidenciando que dicha exposicion del farmaco altera las respuestas bioquimicas
relacionadas con la tasa de fotosintesis (Wang et al., 2021) y generan problemas en la
estructura celular y fijacion de carbono (Vilca et al., 2022). Ademas, la influencia parcial
del pH puede explicar en parte el efecto en la fotosintesis y, consecuentemente, en la
concentracion de pigmentos como la clorofila ay b. Esto sugiere que la incorporacion de
CO2 por las macroalgas durante la fotosintesis contribuye al incremento del pH en el
medio acuatico. De manera que, esta situacion se observa en la mayoria de los puntos de
monitoreo del presente estudio, los cuales registran un pH por encima del neutro (pH >
7), lo que indica que las macroalgas estan absorbiendo CO.. Sin embargo, surge la
posibilidad de una saturacion debido a la presencia de CTC, ya que las correlaciones de
clorofila para este farmaco tanto en tiempo de avenida y estiaje, presentan una asociacion
negativa (r = -0,9 para aveniday r =-0,8 para estiaje) lo que explica que, al incrementarse
la concentracion del farmaco se estaria disminuyendo la concentracién de clorofila en
Totora. Este escenario podria resultar en una inhibicion parcial del proceso de fotosintesis
en etapas posteriores, lo que afectaria los pigmentos y, en Gltima instancia, la fijacion de
carbono (De Beer & Larkum, 2001; Zhao et al., 2020).

La existencia de ambos farmacos (TC y CTC) en el medio acuético v,
posteriormente, en el tejido de las macroalgas estudiadas en el presente estudio,
evidencian su presencia bioacumulativa en la especie de Zannichellia palustris,
encontrando concentraciones de TC de hasta 0,58 pg/g (Tabla 07) y concentraciones de
CTC de hasta 30,23 ug/g (Tabla 08) respectivamente y en Totora de hasta 0,8 ug/g de
CTC; demostrando asi, que estos tipos de macroalgas que crecen dentro de la bahia del
lago posean capacidad para absorber compuestos quimicos. Asimismo, estudios ya
realizados con especies nativas del Lago Titicaca como la lemna y la azolla en muestras

de agua residual, evidencian su gran capacidad para poder absorber antibioticos de hasta
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poco mas del 90 % como la Tetraciclina y el Cloranfenicol (Maldonado et al., 2023).
Considerando asi, qué estudios han revelado la capacidad que tienen las algas para poder
soportar la induccion al estrés oxidativo por presencia de estos contaminantes y a su vez
poder acumularlo dentro de su estructura (Gomes et al., 2020). De manera que, la
presencia del antibidtico en el medio, generaria influencia en la fijacion de carbono por
parte de la Totora, pues este registra un porcentaje de carbono total maximo de hasta
46,56 %, evidenciando una menor tasa a comparacion de lo registrado con la misma
especie (Totora) de hasta un 55 % registrado por Maldonado-Jiménez & Aparicio-
Saavedra, (2021). No obstante, nuestros resultados no se sittan cerca del promedio (50 %)
en biomasa seca, segun el informe del cambio climéatico (IPCC) y demés estudios
realizados (IPCC, 2005). En todos los casos, los resultados muestran valores inferiores al
50 %, lo que sugiere que las especies estudiadas podrian estar adaptandose a la presencia
de tetraciclina (TC) y Clortetraciclina (CTC) en el ambiente. Por ende, estas sustancias
estan directamente expuestos en el agua, y las plantas parecen estar desarrollando una
capacidad de absorcion a través de sus raices (Maldonado et al., 2022); de modo que, se
evidencia que la CTC y su alta toxicidad parece estar mostrando efectos negativos y por
consecuente repercutiendo en el crecimiento de dichas especies. Esto ocurre debido al
incremento y acumulacion de peroxidacion (H20>), lo cual induce modificaciones en las
proteinas DI del Fotosistema 11 (PSII). Por tanto, estos deterioros provocados por los
farmacos en el PSII podrian resultar en consecuencias negativas para la absorcion de
carbono durante la fotosintesis (Gomes & Juneau, 2016; Kojima et al., 2007). En efecto,
las modificaciones en la clorofila podrian ocasionar anomalias en el proceso de
descomposicion del CTC y, como consecuencia, repercutir en la transferencia de
electrones. Esto significa que niveles elevados de CTC, en conjunto con la degradacién
realizada por la macroalga, podrian aumentar la produccion de ROS, lo que resultaria en
dafo oxidativo (Zhao et al., 2020) y consecuente la alteracion en el secuestro de carbono
(Vilcaetal., 2022).

Si bien es cierto el uso continuo de farmacos y su innegable ingreso a lagos pueden
desencadenar dafios potencialmente toxicos a las algas presente en la bahia de lago
Titicaca, pues en base a nuestros resultados se evidencia la presencia de concentraciones
de TCy CTC encontradas en estiaje (0,2 ug/L de TCy 3,6 ug/L de CTC) y avenida (0,49
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ug/L para TC y hasta 2,47 ug/L para CTC) pueden desencadenar algunos efectos en el
interior de las macroalgas. Esto se debe a que las concentraciones moderadas y elevadas
de estos antibioticos originarian problemas en las caracteristicas morfoldgicas e
impactando en los contenidos de polifenoles. Pues estos farmacos se encuentran actuando
como promotores en la actividad enzimética para el incremento de antioxidantes y asi
poder contrarrestar los dafios oxidativos producidos por las concentraciones de
antibidticos que actuarian como generadores de radicales libres (Ramos et al., 2023). Esto
sugiere que, aunque la radiacion solar, la presencia de metales contaminantes y patégenos
sean factores que promuevan la sobreproduccion de ROS en las algas, las concentraciones
de contaminantes emergentes como los antibioticos podrian desempefar un papel similar
en la generacién de ROS, pero esta vez a nivel intracelular, especialmente en el
cloroplasto (Tiwari, 2017). De modo que, si las concentraciones de TC y CTC tiendan a
Ilegar a no ser normales, puedan causar la afectacion de la homeostasis en la célulay, en
el peor de los casos, acabar en la muerte celular (Huang et al., 2019). No obstante, se
evidencia que la mayor produccion de polifenoles se da cuando las concentraciones
presentes son de hasta microgramo (Ramos et al., 2023). Esto sugiere que la
concentracion juega un papel significativo en el aumento de polifenoles como una
respuesta defensiva. Sin embargo, si las concentraciones alcanzan niveles de miligramos,
podrian disminuir la capacidad de generar una respuesta antioxidante (Gomes et al., 2017).
De modo que corrobora con nuestros resultados encontrados en época de avenida; pues
es el tiempo donde las concentraciones de TC dentro de las macroalgas son menores (de
hasta 0,059 pg/g de TC para Cafa cafia y 0,044 pg/g de TC para Totora) que a las
concentraciones mayores en época de estiaje (de hasta 0,58 pg/g de TC para Cafia cafia 'y
0,063 pg/g de TC para Totora) y (de hasta 1,25 ng/g de CTC para Caia cafia y 0,16 pg/g
de CTC para Totora) que a las concentraciones mayores de época de estiaje (de hasta
30,23 pg/g de CTC para Caria cafia y 0,81 ug/g de CTC para Totora), resultando que la
concentracion bajas de TC y CTC presentan una asociacion regular positiva con el
incremento de los antibioticos y el incremento de polifenoles totales de hasta un maximo
de 9,48 mg EAG/gss para Zannichellia, evidenciando de tal forma un previo caso de
hormesis en la macroalga. Sin embargo, un comportamiento opuesto es lo presentado por
la especie de Schoenoplectus Tatora, pues este registra una asociacién negativa en
relacion a los polifenoles en TC y CTC en época de estiaje y llegando a registrar una
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correlacion de hasta -0,94 con la presencia de CTC en época de avenida. De ello se explica
que las concentraciones elevadas en tiempo de estiaje inducen a los problemas en las
sefiales externas de las células, o que provoca a su vez la no adaptacion al entorno
contaminado por antibioticos (Huang et al., 2019) y por ende el agotamiento de los

antioxidantes celulares y su progresiva eliminacion celular de la especie (Tiwari, 2017).

La presencia de antibidtico y su respectiva concentracion en cada punto de
monitoreo se refleja mediante su capacidad antioxidante, la cual seria la relacion en
cuanto a su concentracion (TCy CTC) y su respuesta mediante su capacidad antioxidante
ORAC. Por ejemplo, vemos que la especie de Zannichellia palustris presenta una
correlacion débil en época de estiaje, demostrando un ligero incremento conforme se
aumenta la concentracion; lo mismo sucede para la misma especie en tiempo de avenida.
Corroborando de tal forma a trabajos reportados por Ramos et al., (2023), donde hace
mencién que la concentracion de farmacos impulsaria a un incremento progresivo de la
capacidad antioxidante, esto a raiz de la amenaza que sufre las células de las macroalgas
frente al estrés oxidativos, lo que provoca la activacion e incremento de polifenoles para
poder neutralizar la presencia de radicales de peroxilo (Huang et al., 2019). Por otra parte,
se observa que la especie de Schoenoplectus Tatora no presenta correlacion alguna en
época de estiaje, y ya en avenida presenta una correlacion negativa sobre su capacidad
antioxidante. De ello hace referencia a estudios realizados por Gomes et al., (2020), donde
las altas concentraciones ocasionan perturbacion en las sefiales celulares, afectando a su
vez la capacidad antioxidante de las macroalgas para neutralizar los radicales que se
acumulan. En otras palabras, enzimas como la catalasa (CAT) y el ascorbato peroxidasa
(APX), responsables de regular los perdxidos, mostrarian una reduccién en la habilidad
de las algas para gestionar el exceso de H20z, resultando en incremento ROS y en dafos

oxidativos en su estructura.

En contraste, se evidencia una situacion opuesta al analizar la capacidad
antioxidante mediante el método DPPH, ya que se observa una disminucion en el valor
de I1Cso. Esto sugiere que un valor en aumento requiere una cantidad més significativa de
extracto para contrarrestar la solucion del radical DPPH. Nuestros hallazgos indican que

la Zannichellia palustris exhibe una correlacion negativa con respecto a su valor de ICsy,
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lo que sugiere que la reduccion en el ICso refleja una mayor eficacia para neutralizar los
radicales generados por el aumento de los antibi6ticos. Por lo tanto, en conjunto, estos
resultados podrian indicar que el aumento en la concentracion de polifenoles esta
relacionado positivamente con una mejor capacidad para neutralizar los radicales libres,
como se observa en el ensayo DPPH. Esta interpretacion es coherente con la comprension
general de que los polifenoles son compuestos con propiedades antioxidantes y que su
aumento en la muestra puede estar asociado con una mayor proteccion contra el estrés

oxidativo (Ramos et al., 2023).



CONCLUSIONES

La existencia de restos de Clortetraciclina y Tetraciclina en aguas proximas a las
zonas de vertido de aguas residuales, reduce el contenido de clorofila en
Schoenoplectus Tatora. Presentando asi dificultades en sus reacciones
fotoinducidas y como resultado interrupcion en el proceso de transferencia de
electrones y repercusion en la actividad de RuBPCasa, lo que llevaria a las

alteraciones en las respuestas biogquimicas y tasa fotosintética.

La presencia de residuos de Clortetraciclina y Tetraciclina en especies de
Macroalgas y macréfita presentes en aguas proximas a las zonas de vertimiento
de agua residual reduce el contenido de porcentaje de carbono total. Esto se debe
a que la especie de Schoenoplectus Tatora, presenta un porcentaje promedio de
carbono de hasta 46,28 % en estacion de avenida y de 44,63 % en estacion de
estiaje, evidenciando de tal forma fijar mas carbono en época de avenida; periodo
donde se presenta menos concentraciones de farmacos (TC y CTC) en esta especie
cuantificados en los puntos de colecta de muestra. Caso similar estaria
evidenciandose en la especie de Zannichellia palustris donde en época de avenida
se presenta un promedio de 42,57 % y una disminucion para avenida de hasta

37,47 % de carbono total registrado en la macroalga.

La presencia de residuos de TC y CTC presentes en las macroalgas colectadas en
zonas de vertimiento de agua residual, presentan relacion directa con el
incremento de fendlicos totales. Esto debido a que los resultados reportados en las
especies Zannichellia palustris, y Schoenoplectus Tatora, evidencian un
incremento de polifenoles en cuanto al incremento de concentracion de farmacos
dentro de las macroalgas, de ello se evidencia las concentraciones de polifenoles
registrados en tiempo de estiaje (mayores concentraciones) a comparacion de los
de avenida donde se registra menores concentraciones de polifenoles y como estos
estarian induciendo a problemas en las sefiales externas de las células e inducir a
la no adaptacion frente a concentraciones elevadas y agotamiento de antioxidantes

celulares.
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La presencia de residuo de TC y CTC presentes en los tejidos de las macroalgas
no muestran efecto estadisticamente significativo en ambas especies; sin embargo,
la presencia de TC en la especie de Totora con relacion a la capacidad DPPH
muestra una correlacién negativa de -0,99 y un P-valor de 0,0043, evidenciando
una fuerte relacion entre la concentracion de TC en Totoray la ICso de DPPH. Sin
embargo, la capacidad antioxidante ORAC no muestra un incremento en su
capacidad, mas aun presenta una correlacion negativa, de modo que no se
corrobora la influencia de este fa&rmaco en dicha especie. Por otro lado, no se
presenta efecto significativo en la especie de Zannichellia palustris, pero posee
cierta asociacién positiva en cuanto a su incremento de concentracion de
antibidtico pues este estaria relacionado con el incremento de su capacidad
antioxidante. Evidenciando de tal forma que la presencia de farmaco estaria
activando el incremento de polifenoles y capacidad antioxidante como defensa,
aun asi, estadisticamente no podemos afirmar que la relacién sea significativa

desde un punto estadistico.



RECOMENDACIONES

Considerar la realizacién de monitoreos a largo plazo para evaluar el efecto
acumulativo de los antibidticos en la fijacion de carbono de las macroalgas. Esto
proporcionaria una vision mas completa de los impactos a largo plazo y como

podrian cambiar con el tiempo.

En colaboracion con el Laboratorio de Contaminantes Organicos y Ambiente, se
llevaran a cabo muestreos de agua y macroalgas en rios y en el mar. El objetivo
es evaluar cdmo se ven afectados diversos entornos acuaticos y comprender mejor
los impactos de la contaminacién y los cambios ambientales en estos organismos.
Estos estudios proporcionaran informacion crucial para una gestion y
planificacién de la conservacién de los recursos acuaticos, asi como para la

mitigacion del cambio climético.

Identificar areas adicionales de investigacion que puedan surgir a partir de los
hallazgos actuales y que podrian ser exploradas en estudios futuros para continuar
mejorando nuestra comprension de este tema critico. Por ejemplo, el estudio in

situ de especies nativas de las zonas afectadas.

Fomentar una utilizacion responsable y restringir la exposicion innecesaria a
farmacos en areas como la cria de animales, la acuicultura y la ganaderia, ademas
de desalentar la automedicacion en los individuos. Con el objetivo de preservar la
salud y el desempefio de las macroalgas para que puedan seguir contribuyendo a

la mitigacion del cambio climatico.
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A. Estadistico para Clorofila

Tabla 21

Tabla de prueba de normalidad de clorofila en zannichellia con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Clorofila-zZ 0,88 0,097

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucion normal.

Tabla 22
Tabla de prueba para Homogeneidad de varianza de clorofila en Zannichellia con
estaciones
Data: Clorofila - Estacion (Zannichellia)
Estadistico de levene gll gl2 P-valor

1,6294 1 10 0,2306

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de varianza.

Tabla 23

Tabla de prueba T Student de clorofila de Zannichellia Palustris con estaciones

Data: Clorofila - Estacion (Zannichellia)

95 % intervalo de confianza
t al ) _ P-valor
para la diferencia

2,4325 10 0,35 8,032 0,035

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces al menos un punto en las estaciones es diferente.

Tabla 24

Tabla de prueba de normalidad para clorofila de Schoenoplectus Tatora con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Clorofila- T 0,73 0,013

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no siguen una distribucién normal.




Tabla 25

Tabla de prueba de homogeneidad de varianza en clorofila de Schoenoplectus Tatora

con estaciones
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Data: Clorofila - Estacion (Tatora)

F Test num gl den gl P-valor

1080 2 2 0,00185
Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.
Tabla 26

Tabla de prueba U de mann Whitney de clorofila en clorofila de Schoenoplectus Tatora

con estaciones

Data: Clorofila - Estacion (Tatora)

Wilcoxon p-valor

9 0,1

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces no existe diferencia significativa

B. Estadistico para Porcentaje de carbono total

Tabla 27
Tabla de prueba de normalidad de porcentaje de carbono total de Zannichellia

Palustris con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test

Data Estadistico (W) P-valor

Carbono -Z 0,96 0,78

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no siguen una distribucién normal.
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Tabla 28
Tabla de prueba de homogeneidad de varianza de porcentaje de carbono total en

Zannichellia con estaciones

Data: Carbono - Estacion (Zannichellia)

Estadistico de levene gll gl2 P-valor
0,1319 1 10 0,724
Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.
Tabla 29

Tabla de prueba de T Student de Porcentaje de carbono total en Zannichellia palustris

con estaciones

Data: Carbono - Estacion (Zannichellia)

95 % intervalo de confianza para
t gl ) ) P-valor
diferencia

-3,9098 10 -8,0168 -2,1866 0,003

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces al menos un punto en las estaciones es diferente.

Tabla 30
Tabla de prueba de normalidad de porcentaje de carbono total en Schoenoplectus

Tatora con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Carbono - T 0,8423 0,1362

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no siguen una distribucién normal.
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Tabla 31
Tabla de prueba para homogeneidad de varianza de porcentaje total de carbono total

en Schoenoplectus Tatora con estaciones

Data: Carbono - Estacion (Zannichellia)

Estadistico de levene gll gl2 P-valor

0,1319 1 10 0,724

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.

Tabla 32
Tabla de Prueba de T Student de porcentaje de carbono total para Schoenoplectus

Tatora con estaciones

Data: Carbono - Estacion (Zannichellia)

95 % intervalo de confianza para
t al ] _ P-valor
diferencia

-3,9098 10 -8,0168 -2,1866 0,003

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces al menos un punto en las estaciones es diferente.

C. Estadistico para Polifenoles Totales

Tabla 33
Tabla de Prueba de normalidad de Polifenoles totales para Zannichellia palustris con
estaciones
Shapiro Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Polifenoles T - Z 0,7187 0,0013

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no siguen una distribucién normal.
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Tabla 34
Tabla de prueba para homogeneidad de varianza de Polifenoles totales de Zannichellia

palustris con estaciones

Data: Polifenoles T - Estacion (Zannichellia)

F Test gll gl2 P-valor

5,4536 5 5 0,0862

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.

Tabla 35
Tabla de prueba de U de mann Whitney de polifenoles totales de Zannichellia palustris

con estaciones

WILCOXON

Data (W) P-valor

Polifenoles T - Z 22 0,5887

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces no existe diferencia significativa.

Tabla 36
Tabla de prueba de normalidad de Polifenoles totales de Schoenoplectus Tatora en
estaciones
Shapiro Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Polifenoles T - T 0,8333 0,1147

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucion normal.
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Tabla 37
Tabla de prueba para homogeneidad de varianza de Polifenoles totales de

Schoenoplectus Tatora en estaciones

Data: Polifenoles T - Estacion (Tatora)

Estadistico de levene gll gl2 P-valor

0,3374 1 4 0,5925

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.

Tabla 38
Tabla de prueba de T Student de polifenoles totales de Schoenoplectus Tatora en
estaciones
Data: Polifenoles T - Estacion (Tatora)
95 % intervalo de confianza para
t gl ) _ P-valor
diferencia
1,3092 4 -0,0695 0,1936 0,2606

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.

Tabla 39
Tabla de prueba de T Student de polifenoles totales de Schoenoplectus Tatora en
estaciones
Data: Polifenoles T - Estacion (Tatora)
95 % intervalo de confianza para la
t gl ) ) P-valor
diferencia
1,3092 4 -0,0695 0,1936 0,2606

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces no existe diferencia significativa.
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D. Estadistico para Capacidad antioxidante ORAC

Tabla 40
Tabla de prueba de normalidad de capacidad antioxidante ORAC de Zannichellia

palustris en estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
ORAC-Z 0,7893 0,0071

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.

Tabla 41
Tabla de prueba de homogeneidad de varianza de ORAC de Zannichellia palustris en

estaciones

Data: ORAC - Estacion (Zannichellia)

F Test gll gl2 P-valor

1.7374 5 5 0,5591

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.

Tabla 42
Tabla de prueba de U de mann Whitney para ORAC de Zannichellia palustris en
estaciones
WILCOXON
Data (W) P-valor
ORAC-Z 19 0,9372

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces no existe diferencia significativa.
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Tabla 43
Tabla de Prueba de normalidad de ORAC de Schoenoplectus Tatora en estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
ORAC-T 0,7621 0,0261

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucion normal.

Tabla 44
Tabla de prueba para homogeneidad de varianza para ORAC de Schoenoplectus

Tatora en estaciones

Data: ORAC - Estacion (Tatora)

Estadistico de levene gll gl2 P-valor

0,017 2 2 0,0334

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no cumplen con el supuesto de homogeneidad.

Tabla 45
Tabla de prueba U de mann Whitney de ORAC para Schoenoplectus Tatora en
estaciones
WILCOXON
Data (W) P-valor
ORAC-T 6 0,7

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces no existe diferencia significativa.
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E. Estadistico para Capacidad antioxidante DPPH

Tabla 46
Tabla de prueba de normalidad de capacidad antioxidante DPPH de Zannichellia

palustris en estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
DPPH - Z 0,8418 0,0291

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no siguen una distribucién normal.

Tabla 47
Tabla de prueba de homogeneidad de varianza de DPPH de Zannichellia palustris en

estaciones

Data: DPPH - Estacion (Zannichellia)

F test gll gl2 P-valor

0,0916 5 5 0,0202

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no cumplen con el supuesto de homogeneidad.

Tabla 48
Tabla de prueba U de mann Whitney de DPPH de Zannichellia palustris en estaciones
WILCOXON
Data (W) P-valor
DPPH - Z 4 0,026

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces al menos un punto en las estaciones es diferente.
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Tabla 49
Tabla de prueba de normalidad de DPPH de Schoenoplectus Tatora en estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
DPPH - T 0,7449 0,0177

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no siguen una distribucién normal.

Tabla 50
Tabla de prueba para homogeneidad de varianza de DPPH de Schoenoplectus Tatora

en estaciones

Data: DPPH - Estacién (Tatora)

F Test gll gl2 P-valor

0,0017 2 2 0,0034

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no cumplen con el supuesto de homogeneidad.

Tabla 51
Tabla de prueba U de mann Whitney de DPPH para Schoenoplectus Tatora en
estaciones
WILCOXON
Data (W) P-valor
DPPH-T 0 0,1

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces no existe diferencia significativa.

F. Estadistico para la concentracion de TC y CTC en estaciones

Tabla 52

Tabla de prueba de normalidad de Tetraciclina presentes en lago con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina 0,9404 0,113

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.
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Tabla 53
Tabla de prueba para homogeneidad de varianzas para Tetraciclina presentes en lago

con estaciones

Data: Concentracion - estacion (Tetraciclina)

F Test gll gl2 P-valor

1,204 13 13 0,7429

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.

Tabla 54

Tabla de prueba T Student de Tetraciclina presentes en lago con estaciones

Data: Concentracion - estacion (Tetraciclina)

95 % intervalo de

. . . P-valor
confianza para diferencia

t al

-4,1388 26 -0,2593 -0,0872 0,0003
Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces al menos un punto en las estaciones es diferente.

Tabla 55

Tabla de prueba de normalidad de Clortetraciclina presentes en lago con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina 0,8389 0,0006

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no siguen una distribucién normal.

Tabla 56
Tabla de prueba de homogeneidad de varianzas de Clortetraciclina presentes en lago

con estaciones

Data: Concentracion - Estacion (Clortetraciclina)

F Test gll gl2 P-valor

1,5882 13 13 0,4153

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.
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Tabla 57
Tabla de prueba de U de mann Whitney de Clortetraciclina presentes en lago con
estaciones
WILCOXON
Data (W) P-valor
Clortetraciclina 145 0,031

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces al menos un punto en las estaciones es diferente.

G. Estadistico para la concentracion de TC y CTC presentes en macroalgas en

estaciones de avenida y estiaje

Tabla 58

Prueba de normalidad de TC presentes en Zannichellia palustris con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina-Z 0,806 0,011

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no siguen una distribucién normal.

Tabla 59
Prueba de homogeneidad de varianzas para TC presentes en Zannichellia palustris con

estaciones

Data: TC - Estacion (Zannichellia palustris)

F Test gll gl2 P-valor

12,456 5 5 0,0151

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no cumplen con el supuesto de homogeneidad.
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Tabla 60
Prueba de U de mann Whitney de TC presentes en Zannichellia palustris con estaciones
WILCOXON
Data (W) P-valor
Tetraciclina-Z 145 0,031

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces al menos un punto en las estaciones es diferente.

Tabla 61

Prueba de normalidad de CTC presentes en Zannichellia palustris con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor

Clortetraciclina-Z 0,8039 0,0104

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no siguen una distribucién normal.

Tabla 62

Prueba de homogeneidad de varianzas para CTC presentes en Zannichellia palustris

con estaciones

Data: CTC - Estacion (Zannichellia palustris)

F Test gll gl2 P-valor

10,41 5 5 0,0224

Nota. Si el P-valor es menor a alfa (0,05), entonces los datos no cumplen con el supuesto de homogeneidad.

Tabla 63
Prueba de U de mann Whitney de CTC presentes en Zannichellia palustris con
estaciones
WILCOXON
Data (W) P-valor
Clortetraciclina-Z 20 0,8182

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces no existe diferencia significativa.
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Tabla 64

Prueba de normalidad de TC presentes en Schoenoplectus Tatora con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina-T 0,824 0,0956

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 65
Prueba de homogeneidad de varianzas de TC presentes en Schoenoplectus Tatora con
estaciones
Data: TC - Estacion (Schoenoplectus Tatora)
Estadistico de levene gll gl2 P-valor

0,1418 1 4 0,7256

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.

Tabla 66

Prueba T Student de TC presentes en Schoenoplectus Tatora con estaciones

Data: TC - Estacion (Schoenoplectus Tatora)

95 % intervalo de confianza para la
t al ] _ P-valor
diferencia

0,2812 4 -0,0584 0,07157 0,7925

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces no existe diferencia significativa.

Tabla 67

Prueba de normalidad de CTC presentes en Schoenoplectus Tatora con estaciones

Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina-Z 0,8858 0,2966

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucion normal.
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Tabla 68
Prueba de homogeneidad de varianzas de CTC presentes en Schoenoplectus Tatora con
estaciones
Data: CTC - Estacion (Schoenoplectus Tatora)
Estadistico de levene gll gl2 P-valor

1,0978 1 4 0,3539

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos cumplen con el supuesto de homogeneidad de
varianza.

Tabla 69

Prueba T Student de CTC presentes en Schoenoplectus Tatora con estaciones

Data: CTC - Estacion (Schoenoplectus Tatora)

95 % intervalo de confianza para la
t gl _ ) P-valor
diferencia

0,2435 4 -0,7137 0,8509 0,8196

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces no existe diferencia significativa.

H. Correlacion de porcentaje de carbono total de macroalgas con estaciones de

avenida
Tabla 70
Prueba de normalidad de TC en Zannichellia palustris y % de carbono total en época
de avenida
Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina-Z 0,8701 0,229
% Carbono 0,9289 0,572

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.
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Tabla 71
Prueba de normalidad de CTC en Zannichellia palustris y % de carbono total en época
de avenida
Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina-Z 0,71 0,008
% de Carbono 0,9289 0,572

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 72
Prueba de normalidad de TC en Schoenoplectus Tatora y % de carbono total en época
de avenida
Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina-T 0,827 0,181
% de Carbono 0,904 0,398

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 73
Prueba de normalidad de TC en Schoenoplectus Tatora y % de carbono total en época
de avenida
Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina-T 0,989 0,795
% de Carbono 0,904 0,398

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.
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Tabla 74
Coeficiente de correlacion entre la TC y CTC en el % de carbono total de macroalgas

en época de avenida

% Carbono Total

Zannichellia Tatora
Tetraciclina 0,371 0,399
Clortetraciclina 0,314 -0,912

Nota. (*) correlacidn significativa a nivel de 0,05.

I. Correlacion de porcentaje de carbono total de macroalgas en época de

estiaje
Tabla 75
Prueba de normalidad de TC en Zannichellia palustris y % de carbono total en época
de estiaje
Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina-Z 0,778 0,037
% de Carbono 0,969 0,886

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 76
Prueba de normalidad de TC en Zannichellia palustris y % de carbono total en época
de estiaje
Shapiro -Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina-Z 0,762 0,026
% de Carbono 0,969 0,886

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.
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Tabla 77
Prueba de normalidad de TC en Schoenoplectus Tatora y % de carbono total en época
de estiaje
Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina-T 0,883 0,332
% de Carbono 0,983 0,752

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 78
Prueba de normalidad de TC en Schoenoplectus Tatora y % de carbono total en época
de estiaje
Shapiro - Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina-T 0,785 0,08
0,983 0,752

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 79
Coeficiente de correlacion entre la TC y CTC en el % de carbono total de macroalgas

en época de estiaje

% Carbono Total

Data i !
Zannichellia Tatora
Tetraciclina 0,54* 0,14
Clortetraciclina -0,68 -0,77

Nota. (*) correlacion significativa a nivel de 0,05.
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J. Correlacion de clorofila en macroalgas en época de avenida

Tabla 80

Prueba de normalidad de TC en Zannichellia palustris y Clorofila en época de avenida

Shapiro - Wilk normaly test

Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina-Z 0,871 0,229
Clorofila 0,955 0,782

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 81
Prueba de normalidad de CTC en Zannichellia palustris y Clorofila en época de

avenida

Shapiro - Wilk normaly test

Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina-Z 0,71 0,008
Clorofila 0,955 0,782

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 82

Prueba de normalidad de TC en Schoenoplectus Tatora y Clorofila en época de avenida

Shapiro - Wilk normaly test

Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina-T 0,827 0,852
Clorofila 0,983 0,752

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.
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Tabla 83
Prueba de normalidad de CTC en Schoenoplectus Tatora y Clorofila en época de

avenida

Shapiro - Wilk normaly test

Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina-T 0,988 0,795
Clorofila 0,983 0,752

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 84
Coeficiente de correlacion entre la TC y CTC en clorofila de macroalgas en época de
avenida
Clorofila
Zannichellia Tatora
Tetraciclina -0,092 0,035
Clortetraciclina 0,029 0,999*

Nota. (*) correlacion significativa a nivel de 0,05.

K. Correlacién de clorofila en macroalgas en época de estiaje

Tabla 85

Prueba de normalidad de TC en Zannichellia palustris y Clorofila en época de estiaje

Shapiro Wilk normaly test

Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina 0,778 0,037
Clorofila 0,921 0,515

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.
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Tabla 86
Prueba de normalidad de CTC en Zannichellia palustris y Clorofila en época de estiaje

Shapiro Wilk normaly test

Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina 0,762 0,026
Clorofila 0,921 0,515

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 87
Prueba de normalidad de TC en Schoenoplectus Tatora y Clorofila en época de estiaje

Shapiro Wilk normaly test

Data Estadistico (W) P-valor
Tetraciclina-T 0,883 0,332
Clorofila 0,843 0,222

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 88
Prueba de normalidad de CTC en Schoenoplectus Tatora y Clorofila en época de
estiaje
Shapiro Wilk normaly test
Data Estadistico (W) P-valor
Clortetraciclina-T 0,785 0,308
Clorofila 0,843 0,222

Nota. Si el P-valor es mayor a alfa (0,05), entonces los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 89
Coeficiente de correlacion entre la TC y CTC en clorofila de macroalgas en época de
estiaje
Clorofila
Zannichellia Tatora
Tetraciclina 0,943* -0,998

Clortetraciclina -0,429* -0,997*




Equipos, materiales y otros utilizados en el presente proyecto

Figura 11

Equipo espectrofotometro UV visible

Nota. Equipo de la marca Thermo Scientific.

Figura 12

Equipo de centrifuga refrigerada

Nota. Equipo de la marca Eppendorf Centrifuge 590 Ri.
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Figura 13
Equipo agitador de tamices

T

%
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|
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Nota. Tamizador de muestras de macroalgas una vez secados y triturados.

Figura 14

Lector hibrido multimodal de microplacas

Nota. Equipo lector para multiplicas durante el proceso de polifenoles totales, equipo de la marca
(Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc, Winooski, VT, EE.UU.).
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Figura 15
Equipo multipardmetro

Nota. Equipo multiparametro utilizado en el monitoreo (avenida y estiaje) de la bahia del lago Titicaca.

Figura 16

Equipo cromatogréfico de ultra alta resolucion UHPLC

Nota. El equipo es de marca Agilent Technologies, equipado con un detector de arreglo de diodos DAD
1290.
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Figura 17

Proceso de lavado de muestras de macroalgas extraidas en los puntos de monitoreo

Nota. Las especies de Macroalgas son pertenecientes a: Zannichellia palustris y Schoenoplectus Tatora.

Figura 18

Recoleccion de muestra de Agua y macroalga de la bahia del lago Titicaca

Nota. Ubicacion del punto LTitc 01 correspondiente a la fuente de captacion de agua potable Chimd.
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Figura 19
Recoleccion de punto cercano al vertimiento de la planta de tratamiento de agua

residual de EIl espinar de puno

Nota. Extraccion de muestra de agua del punto LTitc 10 en la bahia del lago Titicaca.

Figura 20
Equipo de sistema de filtracion al vacio (matraz kitasato, embudo Biichner y filtros
Whatman)

Nota. Filtrado de muestras antes de realizar el paso por metodologia de extraccién SPE.
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Figura 21

Proceso de extraccion en fase solida

7 . Nl J
Nota. Proceso de SPE utilizando cartuchos oasis C18 y el apoyo con una bomba peristaltica para el paso
de muestra de agua.

Figura 22

Proceso de extraccion de clorofila

Nota. Proceso de extraccion de clorofila de las macroalgas recolectadas utilizando el método de Jeffrey &
Humphrey. (1975).
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Reporte de analisis elemental por el laboratorio de energias renovables de Universidad

Nacional Agraria la Molina

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
LABORATORIO DE ENERGIAS RENOVABLES

Unidad de Biomasa Energética

REPORTE DE ANALISIS ELEMENTAL (G, H,N, O y S)

Solicitante
Atencion

Tipo de muestra

LER— BIOMASA 007-2024

Sr. Elvis Jack Colque Ayma
Sr. Elvis Jack Colque Ayma
Residuos organicos

Procedencia Lima

Fecha Recepcion 09/01/ 2024 - 23/ 01/ 2024

Fecha Reporte 01/02/ 2024

Norma: ASTM D5291

N. LABORATORIO CODIGODE CAMPO | C(%) | H(%) | N(%) [ O0(%) | S(%)

UBE-(01/2024)-0007 P-13 44.41
UBE-(01/2024)-0008 B-1 4028 | -
UBE-(01/2024)-0009 B-2 46.82
UBE-(01/2024)-0010 P-1 35.30
UBE-(01/2024)-0011 pP-2 40.92
UBE-(01/2024)-0012 P-3 3812 ---
UBE-(01/2024)-0013 P-4 3870 | -
UBE-(01/2024)-0014 P-5 3422 -
UBE-(01/2024)-0015 P-6 37.56 | -
UBE-(01/2024)-0016 P-10 46.17 | —-
UBE-(01/2024)-0017 P-14 4330 -
UBE-(01/2024)-0020 N°1 39.01 - - -
UBE-(01/2024)-0021 N°2 44.86 —_ -
UBE-(01/2024)-0022 N°3 44.43 _ . -
UBE-(01/2024)-0023 N°4 4236 | -
UBE-(01/2024)-0024 N°5 41.90 | -
UBE-(01/2024)-0025 N°6 42.87 | -
UBE-(01/2024)-0026 N°10 45.87 | -
UBE-(01/2024)-0027 N°13 4641 ---
UBE-(01/2024)-0028 N°14 4656 | ---

NOTA:
Se realizé el analisis por triplicado de cada muestra, obteniéndose resultados aproximados vy se
determiné la desviacién estdndar (medida de la dispersién de los valores respecto a la media) de
la muestra.

Laboratorio de UNALM

Energias Renovables

Jefe del Laboratorio de
Energias Renovables

B Telf: 614 7800/Anex0283
2 www.lamolina.edu.pefler/

MAv. La Molina s/n La Molina - Lima - Lima —Perd
A erenovables@lamolina.edu.pe

Nota. Mediante el presente analisis se pudo obtener el porcentaje total de carbono de cada muestra de
macroalga.
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Validacion de método de tetraciclina y Clortetraciclina en agua y macroalga

Tabla 90
Ajuste en el equipo para el método analitico por UHPLC DAD de Tetraciclina y
Clortetraciclina en agua y macroalga

Ajustes en el equipo UHPLC-DAD

Columna Columna C18 (Octadecilsilano), Infinitylab poroshell
Presion Max 1300 bar
Flujo 0,6 mL/min
Temperatura 35°C
Fases moviles A (Acetonitrilo + acd 0,1 %) — B (Agua + acd 0,1 %)
Longitud de onda 270 nm
Tiempo de corrida 25 min + 1 min post time

Nota. La columna a utilizar es de calidad Infinity Poroshell con tamafio de particula de 1,9 pum.

Tabla 91

Programacion de fase movil en el equipo UHPLC DAD

Programacién de fases moviles

_ % Canal A % Canal B
Tiempo
(ACN + acd 0,1 %) (H20 + acd 0,1 %)
0 0 100
1 5 95
13 20 80
20 40 60
25 0 100

Nota. Para la acidificacion se utiliz6 acido formico y se afiadio al acetonitrilo y al agua fue de 0,1 % a cada
uno.
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Tabla 92
Porcentaje de recuperacion de antibidticos en muestra de lago

Promedio de recuperacion  Promedio de recuperacion (%)

Compuesto o
(%) Repetibilidad
Tetraciclina (TC) 99,5 110,2
Clortetraciclina (CTC) 101,1 96,7

Nota. La segunda recuperacion se realizé semanas después, lo que corresponderia a la repetibilidad para
muestra de agua de lago.

Tabla 93
Porcentaje de recuperacion de antibidticos en macroalga del lago
Promedio de Promedio de recuperacion (%)
Compuesto y o
recuperacion (%) Repetibilidad
Tetraciclina (TC) 75,8 77,7
Clortetraciclina (CTC) 61 65,2

Nota. La segunda recuperacion se realizé semanas después, lo que corresponderia a la repetibilidad para la
muestra de macroalga

Tabla 94
Coeficiente de correlacion obtenido de curva de calibracion
Compuesto Coeficiente de correlacion (R)
Tetraciclina (TC) 0,99867
Clortetraciclina (CTC) 0,99976

Nota. Para dar cumplimiento al principio de linealidad, el coeficiente de correlacion debe de ser mayor a
0,99.



Validacion cromatografica de agua y macroalga de lago

Tabla 95

Resultados del proceso de validacidn para muestra de agua de lago por UHPLC DAD
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D.S
- . Cod. . Recuperacio % de Prom. Media  (de
Concentracié Ecuacion De Area de la . (de la la CV
Compuesto T.R Area L ndela recuperacio %
n delarecta  muestr recuperacion e recud recu %
fortificacion n Rec .
a forti) dela
forti)
0,1 0,71 R1-1 9,9 10,72 1 99,5
- icli 85 0,5 435 10,77 X- R2-1 83 912 0,85 84,7 995 L9 008 7
etraciclina 8, 1 937 082 R3-1 103 11,12 1,03 103,3 ! ! !
2 19,43 R= R4-1 10,3 11,12 1,03 103,3
4 43,08 0,99867 R5-1 10,7 11,52 1,07 107
0,1 0,38 R1-1 5 5,28 1,03 103,4
Clortetraciclin 13, 0,5 246 511 X- R2-1 5 5,28 1,03 103,4
a 4 1 5,86 0,28 R3-1 48 5,08 1 99,5 1011 13 002 L7
2 12,21 R= R4 -1 48 5,08 1 99,5
4 27,92 0,99976 R5-1 48 5,08 1 99,5

Nota. Tiempo de retencion (T.R), Porcentaje (%), Coeficiente de variabilidad (CV), Desviacion estandar (D.S).
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Tabla 96
Resultado de la repetibilidad del proceso de validacion para muestra de agua de lago por UHPLC DAD
D.S
) Media
N Cod. 3 Recuperacién Prom. (de la
y i Ecuacion Area de la % de (de la
Compuesto T.R  Concentracion  Area De » de la N % recu Ccv
de la recta recuperacion L recuperacion recu d
muestra fortificacion Rec . de la
forti) )
forti)
0,1 0,73 R1-1 114 12,5 1,09 109,28
0,5 4,56 11,43 X - R2-1 11,2 12,3 1,08 107,53
Tetraciclina 8,5 1 9,42 1,09 R3-1 115 12,6 1,10 110,16 110,2 1,4 0,02 1,3
2 19,75 R= R4-1 11,7 12,8 1,12 111,91
4 45,87 0,99734 R5-1 11,7 12,8 1,12 111,91
01 0,42 R1-1 55 6,1 0,98 98,34
0,5 2,33 6,17 X — R2-1 55 6,1 0,98 98,34
Clortetraciclina 13,4 1 5,39 0,56 R3-1 53 59 0,95 95,10 96,7 1,2 0,02 1,9
2 10,57 R= R4-1 55 6,1 0,98 98,34
4 24,77 0,99729 R5-1 5,2 5,8 0,93 93,48

Nota. Tiempo de retencién (T.R), Porcentaje (%), Coeficiente de variabilidad (CV), Desviacién estandar (D.S).
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Tabla 97
Resultado del proceso de validacion para muestra de macroalga por UHPLC DAD
D.S
. ~ Media (de
) Recuperacion Promedio
y i N Cod. De  Areadela % de la ela la
Compuesto T.R Concentracion Area Ecuacion de la Recta » de la N MED % Ccv
muestra  recuperacion o recuperacion recud recu
Fortificacion REC )
forti) dela
forti)
0,5 0,82 R1-5 32,8 36,33 3,84 76,89
1 5,66 (Y)=7,603 X - R2-5 32,2 3573 3,78 75,62
Tetraciclina 8,5 2 13,03 3,53 R3-5 31,1 34,63 3,66 73,30 75,8 47 01 22
4 31,44 R4 -5 33,6 37,13 3,93 78,59
R =0,99644
8 74,05 R5-5 31,7 3523 3,73 74,57
0.5 1,08 R1-5 21.7 24.01 3.06 61.26
1 5,09 R2-5 21.3 2361 3.01 60.24
- (Y)=7,84X-231
Clortetraciclina 13,4 2 12,52 R3-5 205 2281 291 58.20 61,0 3,8 01 34
4 27,50 R4-5 23.2 2551 3.25 65.09
R =0,99819
8 61,47 R5-5 212 2351 3.00 59.98

Nota. Tiempo de retencién (T.R), Porcentaje (%), Coeficiente de variabilidad (CV), Desviacidn estandar (D.S).
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Tabla 98
Resultado de la repetibilidad del proceso de validacion para muestra de macroalga por UHPLC DAD
D.S
] ~ Media (de
. Recuperacion Promedio
y i N Cod. De  Areadela % de la ela la
Compuesto T.R Concentracion Area Ecuacion de la Recta B de la N MED % Ccv
muestra  recuperacion .. recuperacion recud recu
Fortificacion REC )
forti) dela
forti)
0,5 1,99 R1-5 30,1 31,2 3,7 73,5
1 7,11 R2-5 29,8 30,9 3,6 72,8
- (Y)=8,49 X-1,12
Tetraciclina 8,5 2 15,61 R3-5 29,6 30,7 3,6 72,4 7 4,9 05 108
4 33,56 R4-5 30 311 3,7 73,3
R =0,99951
8 66,61 R5-5 39,8 409 4,8 96,4
0,5 1,08 R1-5 253 251 3,3 66,0
1 5,09 (Y)=7,60 X - R2-5 242 240 3,2 63,1
Clortetraciclina 13,4 2 12,52 0,203 R3-5 246 244 3,2 64,2 65,2 4,1 01 18
4 27,50 R4 -5 255 253 3,3 66,5
R =0,99966
8 61,47 R5-5 253 251 3,3 66,0

Nota. Tiempo de retencién (T.R), Porcentaje (%), Coeficiente de variabilidad (CV), Desviacion estandar (D.S).
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Tabla 99
Resultado de concentraciones de antibidticos en macroalgas en época de estiaje
Compuesto Cadigo Macroalga Conc (ug/g)

L Titc-01 Zannichellia palustris 0,049
L Titc - 02 Zannichellia palustris 0,421
L Titc - 03 Zannichellia palustris 0,041
L Titc- 04 Zannichellia palustris 0,576
L Titc- 05 Zannichellia palustris 0,071
Tetraciclina (TC) L Titc - 06 Zannichellia palustris 0,110
L Titc- 10 Schoenoplectus Tatora 0,012

L Titc- 13 Schoenoplectus Tatora nd.
L Titc- 14 Schoenoplectus Tatora 0,063
B-1 0,003
B-2 0,000
L Titc-01 Zannichellia palustris 9,384
L Titc - 02 Zannichellia palustris 30,227
L Titc - 03 Zannichellia palustris 8,741
L Titc- 04 Zannichellia palustris 0,042
Clortetracicling L Tftc - 05 Zann?chell?a palustr?s 0,498
€T0) L T!tc - 06 Zannichellia palustris 0,104
L Titc- 10 Schoenoplectus Tatora 0,038

L Titc- 13 Schoenoplectus Tatora nd.
L Titc- 14 Schoenoplectus Tatora 0,813
B-1 0,948
B-2 0,022

Nota. B-1: Blanco zanichellia, B-2: Blanco Tatora, nd.: (no detectado).
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Tabla 100

Resultado de concentraciones de antibidticos en macroalgas en época de avenida
Compuesto Cadigo Macroalga Conc (ug/g)

L Titc-01 Zannichellia palustris 0,025

L Titc - 02 Zannichellia palustris 0,024

L Titc - 03 Zannichellia palustris 0,059

L Titc- 04 Zannichellia palustris 0,003

L Titc- 05 Zannichellia palustris 0,006

Tetraciclina (TC) L Titc - 06 Zannichellia palustris 0,018

L Titc- 10 Schoenoplectus Tatora 0,003

L Titc- 13 Schoenoplectus Tatora 0,044

L Titc- 14 Schoenoplectus Tatora 0,007

B-1 0,003

B-2 0,000

L Titc-01 Zannichellia palustris 1,246

L Titc - 02 Zannichellia palustris 1,174

L Titc - 03 Zannichellia palustris 4,939

L Titc- 04 Zannichellia palustris 0,289

Clortetracicling L Tftc - 05 Zann?chell?a palustr?s 0,199

€T0) L T!tc - 06 Zannichellia palustris 0,538

L Titc- 10 Schoenoplectus Tatora 0,157

L Titc- 13 Schoenoplectus Tatora 0,105

L Titc- 14 Schoenoplectus Tatora 0,029

B-1 0,948

B-2 0,022

Nota. B-1: Blanco zanichellia, B-2: Blanco tatora.
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Resultado de concentraciones de polifenoles totales en macroalga de puntos de

monitoreo (Estiaje — Avenida)

Estiaje
Cadigo Macroalga DEV. S COEF. V. Promedio
(mg EAG/gss)
L Titc- 01 Zannichellia palustris 0,005 1,769 0,305
L Titc - 02 Zannichellia palustris 0,178 1,880 9,477
L Titc - 03 Zannichellia palustris 0,011 0,669 1,595
L Titc - 04 Zannichellia palustris 0,013 2,732 0,459
L Titc- 05 Zannichellia palustris 0,004 2,261 0,199
L Titc - 06 Zannichellia palustris 0,006 3,555 0,172
L Titc- 10 Schoenoplectus Tatora 0,010 2,941 0,327
L Titc- 13 Schoenoplectus Tatora 0,002 1,141 0,190
L Titc- 14 Schoenoplectus Tatora 0,008 3,832 0,209

Nota. El contenido de polifenoles totales esta expresado como miligramos equivalentes a acido galico por
gramo de sélido seco (mg EAG/gss).

Avenida
Cadigo Macroalga DEV.S COEF. V. Promedio
(mg EAG/gss)
L Titc - 01 Zannichellia palustris 0,007 2,807 0,251
L Titc - 02 Zannichellia palustris 0,092 6,663 1,376
L Titc - 03 Zannichellia palustris 0,037 2,067 1,800
L Titc- 04 Zannichellia palustris 0,017 4,056 0,417
L Titc - 05 Zannichellia palustris 0,004 3,921 0,096
L Titc - 06 Zannichellia palustris 0,007 6,918 0,102
L Titc - 10 Schoenoplectus Tatora 0,005 3,685 0,141
L Titc- 13 Schoenoplectus Tatora 0,002 1,118 0,190
L Titc- 14 Schoenoplectus Tatora 0,008 3,846 0,209
B-1 Blanco 01 0,087 5,730 1,514
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B-2 Blanco 02 0,026 3,851 0,684

Nota. El contenido de polifenoles totales esta expresado como miligramos equivalentes a acido galico por
gramo de sélido seco (mg EAG/gss).

Tabla 102
Resultado de concentraciones de capacidad ORAC en macroalgas en puntos de

monitoreo (Estiaje - Avenida)

Estiaje
Caodigo Muestra DEVST CVv pmol ET/gss
L Titc - 01 Zannichellia palustris 0,054 1,516 3,543
L Titc - 02 Zannichellia palustris 2,250 3,873 58,106
L Titc - 03 Zannichellia palustris 0,096 0,677 14,203
L Titc - 04 Zannichellia palustris 0,183 2,962 6,181
L Titc - 05 Zannichellia palustris 0,074 2,020 3,686
L Titc - 06 Zannichellia palustris 0,046 1,151 4,014
L Titc - 10 Schoenoplectus Tatora 0,057 0,955 5,994
L Titc- 13 Schoenoplectus Tatora 0,167 3,553 4,695
L Titc- 14 Schoenoplectus Tatora 0,029 0,552 5,294

Nota. Los valores finales de ORAC se expresaron como pmol equivalentes a trolox (ET) por gramo de
solido seco.

Avenida
Caodigo Muestra DEVST Ccv pumol ET/gss
L Titc- 01 Zannichellia palustris 0,023 0,138 16,477
L Titc - 02 Zannichellia palustris 0,043 0,120 36,003
L Titc - 03 Zannichellia palustris 0,063 0,777 8,065
L Titc- 04 Zannichellia palustris 0,030 1,239 2,429
L Titc - 05 Zannichellia palustris 0,061 1,424 4,248
L Titc - 06 Zannichellia palustris 0,074 2,231 3,312
L Titc - 10 Schoenoplectus Tatora 0,056 1,476 3,806
L Titc- 13 Schoenoplectus Tatora 0,176 4,876 3,614
L Titc- 14 Schoenoplectus Tatora 0,257 1,784 14,418
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B-1 Blanco 01 (Zannichellia) 0,319 0,624 51,092
B-2 Blanco 02 (Tatora) 0,759 2,473 30,686

Nota. Los valores finales de ORAC se expresaron como pmol equivalentes a trolox (ET) por gramo de
solido seco

Tabla 103

Resultado de concentraciones de Clorofila total en macroalgas (Estiaje -Avenida)

Polifenoles Totales

Puntos Especie

Estiaje Avenida

L Titc-1 Zannichellia palustris 2,90 3,75
L Titc-2 Zannichellia palustris 10,18 1,05
L Titc-3 Zannichellia palustris 5,01 3,58
L Titc-4 Zannichellia palustris 13,41 5,67
L Titc-5 Zannichellia palustris 5,21 2,25
L Titc-6 Zannichellia palustris 6,50 1,75
L Titc- 10 Schoenoplectus Tatora 14,68 2,64
L Titc- 13 Schoenoplectus Tatora 16,27 2,55
L Titc- 14 Schoenoplectus Tatora 3,67 2,41

B-1 Blanco 1 (Zannichellia) 1,67 1,67

B-1 Blanco 2 (Tatora) 0,25 0,25

Nota. La concentracion se expresa en pg/mL.
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