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RESUMEN

El embalse Pasto Grande ubicado en el distrito de Carumas, provincia Mariscal
Nieto, representa la fuente de abastecimiento para toda la regiéon de Moquegua a
su vez tiene un rol importante en la proteccion del ecosistema de la zona, en la
flora y fauna. Esta investigacion buscé estudiar las comunidades microbianas de
cianobacterias de aguas del embalse Pasto Grande mediante (Next Generation
Sequencing [NGS]) a través del analisis de ADN metagenémico (ADNmg) en
epoca de estiaje utilizando la plataforma de secuenciacion de la empresa lllumina
con el gen ribosomal 16S rARN, se pudo identificar 38 taxones de cianobacterias
en las muestras de agua del embalse Pasto Grande. A través del Analisis de
Correspondencia Canédnica (CCA) se pudo determinar que los taxones
Cyanobacteriia sp., Chamaesiphon PCC-7430 sp., unclassified Cyanobacteriia y
la unclassified Tychonema CCAP 1459-11B estuvieron asociadas a la presencia
de arsénico (As) y cadmio (Cd), en el caso de unclassified Tychonema CCAP
1459-11B estuvo asociada con plomo (Pb), mientras que Pseudanabaena PCC-
7429 sp. estuvo asociada con el cobre (Cu). Ademas, se determind la relacion de
Clorofila-A con los taxones de cianobacterias que producen cianotoxinas

empleando la correlacion Spearman “I's” obteniendo como resultado una

correlacion negativa donde demostré que la diversidad de los taxones de
cianobacterias tiende a disminuir cuando la concentracién de Clorofila-A aumenta.
Asi mismo, para la comparacién de los niveles de metales pesados con los
Estandares de Calidad Ambiental (ECA-Agua) D.S N°004-2017-MINAM demostré
que los valores de mercurio (Hg) (0.007 - 0.420 mg/L), selenio (Se)(0.002 - 0.048
mg/L), cadmio (Cd) (0.133 mg/L) y cromo (Cr) (0.231 - 0.736 mg/L) superaron las
concentraciones establecidas en el ECA-Agua para las Categorias 1 y 4. Mientras
que Arsénico (As) (0.015 -0.051 mg/L) y manganeso (Mn) (0.811 - 0.919 mg/L)
excedieron los valores de la Categoria 4. Del mismo modo cobre (Cu) (0.050 -
0.352 mg/L), plomo (Pb) (0.002 - 0.049 mg/L) y zinc (Zn) (0.012 — 0.297 mg/L)
superaron la concentracion establecida en la Categoria 1, niquel (Ni) presento
concentraciones bajas para ambas categorias. Por lo que se concluye que es
posible determinar taxones de cianobacterias mediante andlisis de ADN
metagenomico (ADNmg) con el gen 16S rRNA en las regiones V3 -V4 en época

de estiaje en el embalse Pasto Grande.

Palabras claves: Cianobacterias, cianotoxinas, Clorofila-A, metagenémica.



ABSTRACT

The Pasto Grande reservoir located in the district of Carumas, Mariscal Nieto
province, represents the source of supply for the entire region of Moquegua and
plays an important role in protecting the ecosystem of the area, flora and fauna.
This research sought to study the microbial communities of cyanobacteria in the
waters of the Pasto Grande reservoir by means of Next Generation Sequencing
[NGS] through the analysis of metagenomic DNA (DNAmg) during the dry season
using the sequencing platform of the company lllumina with the 16S rRNA
ribosomal gene, 38 taxa of cyanobacteria were identified in the water samples from
the Pasto Grande reservoir. Through Canonical Correspondence Analysis (CCA)
it was determined that the taxa Cyanobacteriia sp., Chamaesiphon PCC-7430 sp,
unclassified Cyanobacteriia and unclassified Tychonema CCAP 1459-11B were
associated with the presence of arsenic (As) and cadmium (Cd), in the case of
unclassified Tychonema CCAP 1459-11B it was associated with lead (Pb), while
Pseudanabaena PCC-7429 sp. was associated with copper (Cu). In addition, the
relationship of Chlorophyll-A with cyanobacterial taxa that produce cyanotoxins
was determined using the Spearman ‘rs’ correlation, obtaining as a result a
negative correlation showing that the diversity of cyanobacterial taxa tends to
decrease when the concentration of Chlorophyll-A increases. Also, the comparison
of the levels of heavy metals with the Environmental Quality Standards (EQS)
ECA-Agua D.S N°004-2017-MINAM showed that the values of mercury (Hg)
(0.007 - 0.420 mg/L), selenium (Se) (0.002 - 0.048 mg/L), cadmium (Cd) (0.133
mg/L) and chromium (Cr) (0.231 - 0.736 mg/L) exceeded the concentrations
established in the EQS-Water for Categories 1 and 4. 231 - 0.736 mg/L) exceeded
the concentrations established in the RCT-Water for Categories 1 and 4. While
arsenic (As) (0.015 -0.051 mg/L) and manganese (Mn) (0.811 - 0.919 mg/L)
exceeded the values for Category 4. Similarly, copper (Cu) (0.050 - 0.352 mg/L),
lead (Pb) (0.002 - 0.049 mg/L) and zinc (Zn) (0.012 - 0.297 mg/L) exceeded the
concentration established in Category 1. nickel (Ni) presented low concentrations
for both categories. It is therefore concluded that it is possible to determine
cyanobacterial taxa by metagenomic DNA analysis (mgDNA) with the 16S rRNA
gene in the V3 - V4 regions during the low water levels in the Pasto Grande

reservoir.

Key words: Cyanobacteria, cyanotoxins, chlorophyll-A, metagenomics.
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Introduccion

El embalse de Pasto Grande esta ubicado en el distrito de Carumas,
Provincia de Mariscal Nieto, departamento de Moquegua, a una altitud de 4400 a
4800 m.s.n.m. es el segundo mas grande de los embalses en el Sur del Peru
debido a que tiene volumenes de almacenamiento de 200 Hm? (Ministerio de
Agricultura, 2011) y aporta agua a la poblacion de Moquegua y Tambo, cuenta con
cuatro rios tributarios Tocco, Millojahuira, Antajarane y Patara. Los tres ultimos
aportan aguas acidas al embalse Pasto Grande de manera natural pero el rio
Patara aporta aguas acidas, debido a que en sus nacientes presenta aguas
termales y se encuentran zonas mineras como la mina Cacachara (Puno) y Santa
Rosa en Moquegua (Consorcio V-5, 2012; MINAGRI y ANA, 2015).

Los ecosistemas acuaticos han sido ampliamente alterados debido a las
actividades antropicas como liberacion de efluentes no tratados, mineria,
agricultura; estos contaminan con metales y nutrientes como el fésforo y nitrégeno
(Vendrell-Puigmitja et al., 2020). El afio 2008 el embalse mostraba floraciones
algales presentando discoloraciones del agua (Consorcio V-5, 2012), esto se
desencadenan por eutrofizacién antropogénica y el cambio climatico (Zhang et al.,
2023). Las cianobacterias, son los microorganismos mas antiguos del mundo con
evidencia fésil de una historia de 3.500 millones de anos (Schopf, 1993), son
organismos procariotas que existen como habitantes naturales de diversos
ambientes como aguas dulces, salobres y marinas e incluso en las superficies
Illunimadas en rocas y suelos, tienen la capacidad de soportar condiciones
ambientales adversas y extremas (Carmichael et al., 2018).

Las floraciones de cianobacterias son una gran amenaza para la condicion
de los embalses (Alvarez et al., 2024), provocando la produccién de toxinas que
son potencialmente dafiinas o letales para las especies presentes en el
ecosistema y para los humanos, esto ocasiona disminucién de la calidad del
cuerpo de agua (O'Farrell et al., 2019) que hoy en dia es un problema mundial
para las fuentes de suministro de agua (Paerl y Huisman, 2009).

Las especies Anabaena, Microcystis, Aphanizonmenon, Oscillatoria,
Nodularia, Lyngbya, Cyolindrospermopsis y Nostoc son los principales géneros
que producen metabolitos secundarios como las cianotoxinas (Chen et al., 2009;
Wang et al., 2020). Las cianotoxinas son un grupo de toxinas naturales quimica y
toxicolégicamente diverso que se clasifican como neurotoxinas, hepatotoxinas,
citotoxinas y dermatoxinas (Chorus y Welker, 2021), estas toxinas se bioacumulan

en el cuerpo; provocando intoxicacion incluso hasta la muerte. Es por ello que en

1



este estudio se realizé la secuenciacion de nueva generacién (Next Generation
Sequencing [NGS]) a través del analisis de ADN metagendmico (ADNmg)
utilizando la plataforma de secuenciacion de la empresa lllumina mediante el gen
ribosomal 16S rARN, para identificar comunidades de cianobacterias
posiblemente asociadas a la produccién de cianotoxinas en las aguas del embalse

Pasto Grande durante la época de estiaje en el afio 2023.



l. Planteamiento del problema

1.1. Descripcion y formulacion del problema

En los cuerpos de agua como los rios, lagos, lagunas y embalses hay
presencia de microalgas producto del aumento de ellas se generan las
floraciones algales; floraciones con atributos "nocivos" que se denominan
(FAN) (Brooks et al., 2016; Huisman et al, 2018) estos provocan cambios fisicos
y quimicos en los ecosistemas debido a la eutrofizacion, el aumento de las
concentraciones de COz contribuyendo al calentamiento global (Ji et al.,2017;
Ndlela et al., 2016; Ho et al., 2019; Pick, 2016), esos factores promueven el
crecimiento masivo de Cianobacterias nocivas y por ende la generacion de
cianotoxinas que actualmente son un fendmeno mundial durante las ultimas
décadas y suponen una amenaza ecotoxicoldgicas para los seres humanos y
los animales (Kurtz et al.,2021; Huo et al., 2021).

Las cianobacterias al ser omnipresentes en los medios acuaticos y
terrestres estan presentes en la superficie donde hay mayor disponibilidad de
luz para realizar la fotosintesis debido a que es su fuente principal de energia
y carbono (Whitman et al., 1998). Las cianotoxinas se pueden dividir en cinco
clases segun sus caracteristicas de toxicidad: hepatotoxinas (microcistinas;
MCs), neurotoxinas (anatoxinas y saxitoxinas), dermatoxinas, citotoxinas
(cilindrospermopsinas) y lipopolisacaridos (toxinas irritantes) (Gkelis et al.,
2019), siendo las microcistinas la mas peligrosa debido que causa
hepatotoxicidad aguda, toxicidad cronica, mutagenesis, carcionogenesis y
teratogénesis. Estudios previos indicaron que son comunmente encontradas
en lagos y embalses (Cirés et al., 2017; Wiegand & Pflugmacher, 2005).

Actualmente se emplean técnicas avanzadas de metagendémica que
permite analizar el 99.9% de la diversidad de microorganismos no cultivables,
en contraste con métodos de cultivo que solo se recupera entre el 0.1 a 10%
de los microorganismos (Rondon et al.,1999; Handelsman et al.,2002; Zapata,
2004). Motivo por el cual en este trabajo se realizo el analisis metagendmico
en el embalse Pasto Grande ubicado en la Regién Moquegua, Provincia de
Mariscal Nieto; para la determinacién de la presencia de comunidades de
cianobacterias utilizando métodos de secuenciacion de nueva generacion NGS
a partir de secuencias de ADN ambiental de las aguas del embalse, para
determinar si existe relacion con la presencia de metales pesados

determinados por métodos estandares.



1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Realizar el estudio de comunidades microbianas de cianobacterias de
aguas del embalse de Pasto Grande mediante analisis de ADN

metagendmico (ADNmg) en época de estiaje.

1.2.2. Objetivos especificos

Comparar taxones de cianobacterias del embalse de Pasto Grande y
su relacion en cuanto a la presencia de metales pesados (As, Cd, Pb y Cu)
en época de estiaje.

Relacionar la concentracion de Clorofila-A y taxones de cianobacterias

con grado de toxicidad en el embalse Pasto Grande en época de estiaje.

Comparar las concentraciones de metales pesados del embalse Pasto
Grande durante la época de estiaje con las normas actuales ECA-Agua D.S
N°004-2017-MINAM categoria 1 y categoria 4.

1.3. Justificacion e importancia

El embalse de Pasto Grande geograficamente se encuentra situado
en la Region Moquegua, Provincia Mariscal Nieto, Distrito Carumas, a 4 520
— 4 600 msnm, georefenciado a una latitud Sur 16° 40’ 30” — 16° 46’ 00",
longitud Oeste 70° 10° 00” — 70° 14’ 30”, a una altitud de 4400 a 4800
m.s.n.m., tiene una extension de 39.1 km? y puede almacenar un volumen
maximo de 200 Hm3, pertenece a la cuenca del Rio Vizcachas y es una fuente
principal que sirve para el abastecimiento hidrico de las provincias de Mariscal
Nieto e llo. El sistema hidrico del embalse Pasto Grande esta conformado
desde las nacientes, recorridos, bofedales, ingreso, salida del embalse,
Planta de Tratamiento de agua Potable (PTAP) Moquegua, hasta su

desembocadura en el mar a través del rio Osmore.

El embalse posee cuatro afluentes permanentes siendo los rios
Millojahuira y Antajarane que aportan agua acida cuyo origen es natural, el rio
Patara proporcionan aguas acidas de manera antropica por la actividad
minera y el Rio Toco que tiene aguas alcalinas y con presencia de una gran
extension de bofedales.

Es de gran importancia realizar estudios ecotoxicolégicos como indica
el informe del Gobierno Regional de Moquegua (2012, p. 2) debido que existe

vulnerabilidad intrinseca de los recursos hidricos en el embalse por diversos



factores negativos que han propiciado la acidificacion de las aguas y
disminucion de la biodiversidad. Por tal razén puede provocar riesgo inherente
en la salud humana como a la fauna que se encuentra en las zonas
adyacentes, es por ello que al obtener resultados utilizando procedimientos
moleculares ayudara a generar conocimiento basico y actualizado referente a
la presencia de especies de cianobacterias productoras de cianotoxinas en el

embalse de Pasto Grande.

1.4. Hipétesis
1.4.1. Hipotesis general

Se puede realizar el estudio de comunidades microbianas de
cianobacterias de aguas del embalse de Pasto Grande mediante analisis de
ADN metagendmico (ADNmg) en época de estiaje.

1.4.2. Hipotesis especificas

Se puede comparar taxones de cianobacterias del embalse de Pasto
Grande y su relacion en cuanto a la presencia de metales pesados (As, Cd,
Pb y Cu) en época de estiaje.

Es posible relacionar la concentracion de Clorofila-A y taxones de
cianobacterias con grado de toxicidad en el embalse Pasto Grande en época
de estiaje.

Las concentraciones de metales pesados del embalse Pasto Grande
durante la época de estiaje sobrepasan lis limites establecidos en las normas
actuales ECA-Agua D.S N°004-2017-MINAM categoria 1 y categoria 4.

1.5. Variables

1.5.1. Variable dependiente



Tabla 1
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Il. Marco teédrico

2.1. Antecedentes
2.1.1. Antecedentes internacionales

El primer trabajo corresponde a los autores (Franca et al., 2022)
titulado Calidad del agua en un sistema de embalses en cascada - un caso
de estudio en la regién semiarida brasilefia, el cual tuvo como objetivo evaluar
la calidad del agua en el sistema de transferencia que abastece la Region
Metropolitana de Fortaleza, Ceara. Se analizé veinte parametros de calidad
del agua a lo largo del sistema y se aplicé un analisis de conglomerados
utilizando la distancia euclidiana asociada al método de vinculacién de Ward
para agrupar los 13 puntos de recogida establecidos en funcién de sus
similitudes, se tuvo como resultado altas concentraciones nitrogeno total,
oxigeno disuelto, turbidez, Clorofila-A, pH y cianobacterias de los cuales las
especies Oscillatoria sp. y Microcistinas sp fueron dominantes.

El segundo trabajo corresponde a (Chaidir et al.,2016) denominado
Aislamiento e identificacion molecular de microalgas de agua dulce en
Maninjau Lago de Sumatra Occidental, tuvo como objetivo determinar la
diversidad microbiana diversidad y abundancia de especies presentes en los
floramientos algales, para el cual se tomé muestra superficial y a dos metros
de profundidad posteriormente realizaron la extraccion de ADN y se
analizaron por metagendmica con genes 16S y 18S rARN teniendo como
resultado que la diversidad de especies fue similar de las muestras tomadas
en los diferentes niveles de profundidad, los microorganismos procariotas que
sobresalieron fue la Cianobacteria Planktothrix spp (67%, 69%) las
Proteobacterias (13%, 13.7%) vy Bacteriodetes (8.2%, 6%). Los
microorganismos dominantes de las Eucariotas fueron Opisthokonta y
Stramenopila, Alveolata y Rhizaria (SAR). Desarrollaron el analisis por
cuantiles y determind que las especies dominantes como Flavobacterium spp.
Aeromonas rivuli-sobria, Rheinheimera spp., Cetobacterium somerae y
Cryptomonas curvata se encuentran a dos metros de profundidad a
comparacion de la muestra tomada en la superficie se tuvo como especies
dominantes a las Methylocaldum szegediense, Pseudospirillum y Aeromonas.

El tercer trabajo corresponde a los autores (Valério et al., 2006) titulado
PCR multiplex para la deteccion de cianobacterias productoras de
microcistinas en muestras de agua dulce, se desarrollado una PCR multiplex

que amplifica simultaneamente los fragmentos McyA-cd, McyAB y McyB del
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grupo de genes de las microcistinas se validé con el ADN de 124
cianobacterias aisladas y se aplicé en 37 muestras ambientales. El estado
toxicoldgico de los aislados se evalu6 mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento, también utilizada como "estandar de oro" para la evaluacion de
la PCR multiplex basada en genes Mcy, donde se obtuvo una sensibilidad del
92,3% y una especificidad del 100%. Para las muestras ambientales, se ha
desarrolld un protocolo rapido para su uso directo en la reaccion de PCR vy,

utilizaron los resultados de ELISA como "estandar de oro™ para la presencia
de microcistinas en estas muestras, lograron una sensibilidad del 80% y una
especificidad del 100%, lo que demuestra que esta prueba de PCR multiplex
es una forma rapida, fiable y econémica de evaluar el potencial de produccion
de microcistinas de las cianobacterias en aguas dulces, independientemente

de su taxoén o de la variante de microcistina producida.

El cuarto trabajo fue realizado por los investigadores (R. Echenique,
2021), denominado Variacion morfolégica de Cyanotetras (Cyanobacteria) en
el lago de Catemaco Veracruz, México, tuvo como objetivo reportar dos taxa
del género Cyanotetras encontrados en el Lago de Catemaco, Veracruz
(México). Se recolectdé muestras en once sitios en el Lago de Catemaco, para
evaluar la composicion de la taxocenosis fitoplanctonica, asi como las
caracteristicas de las variables fisico-quimicas. Se encontré las taxa del
género Cyanotetras halladas en el Lago de Catemaco: C. crucigenielloides,
C. aerotopa, asi como una nueva forma, C. crucigenielloides variante
mexicana siendo la mas abundante a comparacién de las C. aerotopa y C.

crucigenielloides.

2.1.2. Antecedentes nacionales

El primer estudio nacional es de los autores (Mavila et al., 2021),
titulado Aislamiento y caracterizaciéon molecular y bioquimica de una
cianobacteria Anabaena sp. del rio Amazonas , Loreto-Peru, tuvo como
principal objetivo aislar y caracterizar molecularmente y bioquimicamente la
cianobacteria Anabaena sp. del rio Amazonas, las muestras obtenidas se
enriquecieron con medio ASM1, se aisl6 y cultivd con métodos estandares
una especie de cianobacteria posteriormente se identific6 morfolégicamente
y caracterizada a nivel molecular y bioquimico. El resultado obtenido mostré
que la cianobacteria tiene 28,40% de proteinas, 10,08% de lipidos, 9,34% de
carbohidratos y 11,20% de cenizas, los cuales tienen posibles aplicaciones



en la produccion biotecnolégica de compuestos nutricionales para consumo
humano.

El segundo trabajo realizado es de los autores (Montoya et al., 2017)
denominado Diversidad fenotipica de la cianobacteria Pseudophormidium
tenue (Oscillatoriales, Microcoleaceae), nuevo reporte para el Perq, esta
investigacion consistido en realizar muestreo del desierto de las lomas de
Pachacamac (sur de Lima) y colecciones cianobacteriales estandar (costras,
biofilms o matas terrestres), realizaron cultivos en medios BBM y N8
obteniendo el crecimiento poblacional de Pseudophormidium tenue con
diversos morfo tipos que colonizan los desiertos costeros. Tuvo como
resultado a una nueva cianobacteria con una estructura de biopeliculas, sobre
sustrato rocoso Pseudophormidium tenue logrando un nuevo registro para

Peru.

2.1.3. Antecedentes locales

El autor (Flores, 2020) denominado Contaminacion del embalse Pasto
Grande por elementos quimicos toxicos y su efecto en los productores
primarios, realizd un estudio en el embalse Pasto Grande con la finalidad de
determinar la calidad de agua tomando cinco puntos de muestreo dentro del
embalse dentro de ello realiz6 el estudio abundancia, riqueza y diversidad del
fitoplancton presente. Los resultados demostraron que hay cinco
comunidades (Bacillariophyta, Chlorophyta, Cyanobacteria, Euglenophyta y
Crysophyta) que forman el fitoplancton, donde las diatomeas son las mas
abundantes mostrando su capacidad adaptiva en aguas contaminadas, es por
ello que tiene como conclusion que la calidad de agua del Embalse Pasto
Grande presenta aguas de mala calidad, el indice de diversidad de Shannon-
Wienner demostré que hay contaminacion moderada en el agua del embalse
debido a que domind la presencia de Bacillariophyta.

2.2. Bases tedricas
2.2.1. Cianobacterias

Son bacterias procariotas; Gram negativas que tienen presencia de
clorofila-A, pueden ser unicelulares y multicelular, son capaces de producir
toxinas y exudarlas al medio ambiente y se encuentran en diversos
ecosistemas. Las cianobacterias son conocidas también como algas verdes
azuladas debido a que forman colonias visibles en el agua (Ministerio de
Salud de la Nacion, 2015).



2.2.2. Cianotoxinas

Son metabolitos secundarios que se producen y acumulan durante la

produccién de fotopigmentos, esto sucede debido a condiciones ambientales

perjudiciales. Las cianobacterias mueren y liberan sus contenidos al medio

acuatico (Ramirez et al, 2004). Las toxinas pueden ser péptidos ciclicos,

alcaloides y lipopolisacaridos, estas se pueden dividir en cinco clases

principales segun sus principales objetivos de toxicidad: hepatotoxinas (por

ejemplo, microcistinas; MCs), neurotoxinas (por ejemplo, anatoxinas y

saxitoxinas), dermatoxinas, citotoxinas (por ejemplo, cilindrospermopsinas) y

lipopolisacaridos (toxinas irritantes) (Gkelis et al., 2019).

Tabla 3

Principales tipos de toxinas presentes en los géneros de cianobacterias

Tipo de toxina

Géneros reportados

Efectos toxicos

Hepatoxinas

Microcistinas, Anabaena, Anabaenopsis,
Aphanizamenon, Aphanocapsa,

Microcistina Cylindrospermopsis, Gloeotrichia, Hapalosiphon, Pardlisis, dafio hepético y renal,
Dolichospermum, Leptolyngbya, Nostoc, gastroenteritis, reduccion en la
Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix,  reparticion de ADN
Pseudanabaena, Synechococcus, Watonichinia

Nodularina Nodularia

Citotoxinas
Cylindrospermosis, Anabaena, Aphanizomenon, Vemitos, diarrea hemorragica,

Cilindrospermopsina

Chrysosporum, Raphidiopsis, Lyngbya

hepatomegalia, dafio renal,

gastroenteritis

Neurotoxinas

Anatoxina-a

Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis,

Lyngbya, Planktothrix, Cuspidothrix

Homoanatoxina-a

Dolichospermum, Oscillatoria, Raphidiopsis,

Phormidium, Woronichinia

Pérdida de

temblores musculares, falla

coordinacion,

respiratoria

Anatoxina-a(s) Dolichospermun Incontinencia, temblores
musculares y falla respiratoria
Parestesias  por  ingestién,
Anabaena, Aphanizomennon, Cuspidothrix, —quemaduras en labios, lengua,
Saxitoxinas Cylindrospermopsis, Dolichospermun, Lyngbya, garganta, vomito, diarrea,
Oscillatoria, Planktothrix pérdida de la coordinacion,
paralisis y falla respiratoria
Microcistinas, Nostoc, Anabaena, Aphanizomenon,
BMAA Cylindrospermopsis, Lyngbya, Nodularia, Afecta el tejido cerebral, atrofia
Planktothrix, Phormidium, Scytonema, muscular

Synechococcus, Trichodesmium
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. . Irritante, fiebre, enfermedad
Lipopolysacaridos (LPS) Todas . .
gastrointestinal

Dermatotoxinas

Aplasiatoxina Lyngbya, Oscillatoria, Schizothrix Irritacion y dermatitis grave
Lyngbyatoxina Lyngbya
Aeruginosina Microcistinas, Planktothrix

Nota. (Salomén et al., 2020)

2.2.3. Floracion algares en aguas dulces

Es el crecimiento, multiplicacion y acumulacion de algas en el agua
rios, embalses y lagos siendo un importante problema medioambiental. La
mayoria de algas como las cianobacterias producen toxinas peligrosas en el
agua que tienen repercusiones en la salud humana y el medio ambiente
(Francis, 1999).

Las floraciones algales pueden desplegarse a partir de diatomeas,
algas verdes, dinoflagelados y cianobacterias (De Ledn, 2001), las principales
especies que lo causan son Anabaena circinalis y Microcistinas aeruginosa
(altamente toxicas).

Figura 1

Diagrama simplificado de los factores que determinan las causas de las
floraciones cianobacterianas y los efectos de éstas sobre los sistemas
acuaticos y su biota

l l l FACTORES [ l l
Aportes Aportes m Manejo de Causas no
puntuales difusos compuertas controlables
Aguas res'idualea, Agu.u_a de Regiones préximas Regula tiempo de Presencia de
domésticas e escorrentia (suelos "4 g cyenca residencia del agua ciancbacterias toxicas
industriales fertilizados o con P T y predacion

ganaderia) l l l

| [ervsns]
l | | l

1'“ carga de intensidad luminosa TT ® del agua tiempo de
po

nutrientes (N y P) (primavera - verano) (+ de 20 * C) residencia del agua *’lu.rbulcncin
L |
I FLORACIONES DE CIANOBACTERIAS |
I { CONSECUENCIAS | I
Olor y sabor t pH Riesgo de Anoxia Obstruccion de
desagradable intoxicacién valvulas y filtros

Nota. (Pérez et al., 2008)
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2.2.4. Microcistinas

Son hepatotoxinas, hidrosolubles producidas por multiples géneros
incluyendo especies plancténicas y benténicas por o que no se sabe la
cantidad exacta de variedades existentes; actualmente hay 279 registros
(Buratti et al., 2017; Bouaicha, et al., 2019). Una cepa de una especie de
cianobacteria puede producir mas de una variante a la vez, la mas comun y
letal es la microcistina-LR (Vela et al., 2008; Zaccaroni & Scaravelli, 2008;
Buratti, et al., 2017; Silva, et al., 2018).

Su estructura es un ciclo compuesto de: D-alanina, aminoacido
variable, acido metilaspartico (Me-Asp), aminoacido variable, cadena lateral
de aminoacidos especifica (Adda), Acido D-glutamico y N-metildehidroalanina
(Mdha) (Pérez, 2008).

La microcistina-LR es producida principalmente por microcistinas, una
cianobacteria de amplia distribucion causante de la mayoria de las floraciones
téxicas alrededor del mundo (Almanza et al., 2016; Mendoza,
2016). Microcistinas forma densas masas macroscopicas en la superficie del
agua gracias a sus aerotopos (Martin, et al., 2007; Almanza, et al., 2016). En
los seres humanos esta toxina puede causar sintomas como vémito, diarrea,
debilidad, dificultad para respirar y temblores musculares (Svrcek & Smith,
2004; Roegner, et al., 2014).
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Figura 2

Sucesion estacional de microcistinas productoras de toxinas y su interaccién con otros
organismos (por ejemplo, bacterias degradadoras de microcistina y depredadores) en
aguas dulces eutrodficas en diferentes fases de floracion

Mayor floracion de verano | Floracion menor de otofio
(Alta temperatura) I (Menor temperatura)
|
| ",
CyanoHAB CyanoHAB

b
v

% — % A | ¥
W
| - -
N " . Menor genotipo Organismos
Maygr gen.woltlpo Microcistinas de Microcistinas depredadores
de Microcistinas degradados por | toxicas
toxicas bacterias

Comienzo de verano Finales de verano Comienzo de otofio Finales de otofio

Nota. (Tanvir et al., 2021).
2.2.5. Clorofila

La clorofila es el pigmento de color verde predominante del
fitoplancton responsable de determinar la productividad primaria (Munandar
et al., 2023) (Inanc, 2011). La clorofila se encuentra en las hojas y tallo, esta
compuesta por atomos de carbono y nitrdgeno junto con un ion de magnesio
en posicion central (Pareek et al., 2017).

2.2.6. Clorofila— A

La clorofila-A esta presente en casi todos los organismos fotosintéticos
con plantas, cianobacterias y especies acuaticas (Jordan et al., 2001;
Nakamura et al.,, 2003). La formula molecular de la Clorofila-A es
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CssH72MgN4Os. Contiene un anillo de clorina en el que un magnesio esta
rodeado centralmente por cuatro 4tomos de nitrégeno (Taiz et al., 2006).

Figura 3

Foérmula molecular de la Clorofila-A

CH

CH CH

Nota. (Pareek et al., 2017)

2.3. Definicién de términos
2.3.1. Floracion de algas nocivas (FAN)

Floraciones de algas que producen toxinas o dafian el medio ambiente
acuatico, unas FAN suponen un riesgo para la salud publica al inducir
intoxicaciones paraliticas, amnésicas, diarreicas o neurotoxicas (Heisler et al.,
2008; Sellner et al., 2003).

2.3.2. Ficotoxinas de cianobacterias

Mas conocidas como toxinas cianobacterianas, Illamadas
cianotoxinas, son metabolitos secundarios biolégicamente activos que se
producen durante la formacion de fotopigmentos y se acumulan en el
citoplasma. Suelen agruparse de diversas formas y dividirse en tres grupos
segun su efecto sobre los organismos que los consumen. Los que provocan
intoxicacion letal aguda (neurotoxinas y hepatotoxinas), los que tienen
actividad biolégica menos letal pero mas selectiva (citotoxinas) y los que

provocan irritacion cutanea o toxicidad cutanea (Carmichael, 1992).

2.3.3. Analisis molecular

Proceso que se aplica para analizar material genético, ADN y de una

muestra para detectar diferentes variantes de secuencia del ADN asociadas
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a una enfermedad o determinar alguna secuencia de genes homdlogos de
familias o de diferentes especies (Instituto Nacional de Salud Publica —
Gobierno de México, 2010).

2.3.4. Cebadores

Conocido también como primer, es un fragmento corto de ADN que se
utiliza en diferentes técnicas de laboratorio como en una reaccién en cadena
polimerasa (PCR), hace referencia a un numero reducido de nucleétidos de

ADN (National Human Genome — Research Institute, 2023).

2.3.5. Metagenémica

La metagendmica es un enfoque completamente nuevo para el estudio
de las comunidades microbianas y se define como el analisis funcional y la
secuenciacion de genomas microbianos colectivos en muestras ambientales
basados en la expresion o secuenciacion, adoptando asi la captura de
fragmentos de ADN (Rondon et al., 1999; (Handelsman et al., 2002).

2.3.6. Parametros fisico quimicos

Son parametros que nos permiten ver la naturaleza de las especies
quimicas del agua y caracteristicas fisicas a través de analisis rapidos, la
metodologia mas usada incluye los parametros Demanda bioquimica de
Oxigeno (DBOs), potencial de hidrégeno (pH), Oxigeno disuelto (OD), nitratos

0 amonio, fésforo total y solidos suspendidos totales (SST) (Ruiz, 1991).

2.3.7. Metales pesados

Grupo de elementos metalicos naturales de alto peso molecular y
densidad (Tchounwou et al., 2012) que, en concentraciones bajas, ciertos
metales pesados, como el hierro, el zinc, el cobre y el manganeso, son
esenciales para la supervivencia humana, pero pueden convertirse en
agentes toxicos en concentraciones mas altas. Otros metales pesados, como
el arsénico, el cadmio, el plomo, el talio y el mercurio, no cumplen ninguna
funcion biologica. Los metales pesados al ser absorbidos por organismos
acuaticos vy, por lo tanto, la exposicion humana puede ocurrir a través de la
bioacumulacion a lo largo de la cadena alimentaria (Yang et al., 2023) de
manera similar a los metales esenciales, inducen toxicidad una vez que se

alcanzan concentraciones especificas.
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lll. Metodologia
3.1. Tipo y Nivel de investigacién
Tipo basico debido a que el presente trabajo de investigacion permitio
aclarar fendmenos desconocidos y avanzar en conocimientos (Bentley et
al.,2015).
Nivel correlacional debido que es una investigacién no experimental y
determina el grado de relacion entre dos variables (Mejia T., 2017).
3.2. Ambito temporal y espacial
3.2.1. Temporal
El presente estudio se realizé exclusivamente en temporada de estiaje
comprendidos los meses de mayo hasta noviembre, las muestras se tomaron
en el mes de julio y agosto del 2023.
3.2.1. Espacial
El trabajo de investigacion fue realizado en el embalse hidrico de Pasto
Grande, embalse creado en 1998 para mantener la oferta hidrica a toda la
poblacion de las ciudades de Moquegua, llo y Tambo (Ver Anexo N°03).
3.3. Poblacion y muestra
3.3.1. Poblacién
La poblacién del estudio estd conformada por el embalse hidrico de
Pasto Grande ubicado en el distrito de Carumas, provincia de Mariscal Nieto,
departamento de Moquegua (Ver Anexo 3).
3.3.2. Muestra
La muestra de agua se realiz6 mediante un muestreo probabilistico
aleatorio simple, donde la seleccion de muestra de los elementos de la
poblacion tiene la misma probabilidad de ser elegidos y sea representativa
(Ozten et al., 2017). Las muestras se seleccionaron al azar con la finalidad de
complementar el total de las muestras que se necesitan.

Toma de muestras. Fueron realizados diez puntos de muestreo
debidamente georreferenciados en el embalse Pasto Grande en época de
estiaje (julio y agosto) debido que en esa temporada la radiacion solar es alta
(16 °C a 24°C) ideal para el desarrollo de las cianobacterias, se colectaron
tres muestras con repeticiones en cada punto de muestreo para la validez
estadistica (Ver Tabla 4), totalizando 30 muestras de toda el area de estudio

propuesto.

16



Tabla 4

Coordenadas de las estaciones de muestreo

Estaciones de

Coordenadas - grados decimales

N muestreo Latitud Longitud
01 EPG-01 16°41'11.63"S 70°13'52.44"0
02 EPG-02 16°42'57.44"S 70°12'3.37"0
03 EPG-03 16°42'43.51"S 70°12'14.24"0
04 EPG-04 16°44'30.64"S 70°11'53.79"0
05 EPG-05 16°45'5.68"S 70°10'52.56"0
06 EPG-06 16°46'10.20"S 70°10'47.76"0O
07 EPG-07 16°46'47.33"S 70°11'0.58"0
08 EPG-08 16°46'35.38"S 70°12'18.22"0
09 EPG-09 16°43'28.98"S 70°13'34.04"0
10 EPG-10 16°44'19.11"S 70°11'10.23"0
Figura 4

Imagen satelital de la ubicacioén de los puntos de muestreo

Nota. Google Earth 2024.
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Considerando que el agua del embalse Pasto Grande se encuentra en la
Categoria 1; poblacional y recreacional, Subcategoria A: Aguas superficiales
destinadas a la produccién de agua potable, se tomé In-situ los parametros fisico
quimicos (pH, temperatura, conductividad eléctrica, sodlidos totales disueltos,
oxigeno disuelto y turbidez) utilizando el equipo multiparametro portatil calibrado
(YSI-Pro Pluss, USA).

Para la toma de muestras de aguas superficiales nos guiamos del Protocolo
Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los Recursos Hidricos Superficiales
(ANA, 2016).

Para la toma de muestra se realiz6 el siguiente procedimiento:

Muestra fisicos quimicos (metales pesados). Las muestras de agua
superficiales se tomaron a 20 cm de profundidad, se utilizé frascos de plastico
estéril de boca ancha y se llen6 por completo (ANA, 2016).

Muestra para andlisis metagenémico. Las muestras de agua se

colectaron en los puntos muestreo determinados (Ver Tabla 4), se colectd

2L de aguas superficiales, se transport6 la muestra en un cooler refrigerado

a 4°C e inmediatamente en el laboratorio fueron filtradas utilizando

membranas de 0.45um posteriormente se almacenaron las membranas en

la ultra congeladora de -86°C (Forero et al., 2021).

Conservacion de las muestras en campo. Los envases se almacenaron

dentro de cajas térmicas (coolers) a una temperatura de 4°C con ice packs,

las muestras se embalaron y se colocaron de forma vertical para evitar
roturas y derrames al momento del transporte, se rotularon cada una

colocando el cédigo, coordenadas, fecha, hora y lugar (ANA, 2016).

3.4. Instrumentos

3.4.1. Técnicas

Se siguié el protocolo nacional para monitoreo de calidad de recursos
hidricos superficiales, las muestras de agua tomadas para la determinacion
de metales pesados y extraccion de ADN se trasladaron al laboratorio de
“Biologia Molecular y Biotecnologia Filial llo” de la Universidad Nacional de
Moquegua.
3.4.2. Instrumentos

Para realizar las actividades programadas en la presente investigacion
se necesito los siguientes materiales de campo, materiales de laboratorio,

equipos e insumos quimicos que se detallan a continuacion:
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Tabla 5

Lista de materiales de campo

Cantidad | Descripcion

02 Balde de plastico

02 Cooler

30 Botellas de plastico

30 Guantes de nitrilo

01 Traje de agua
Tabla 6

Lista de equipos de laboratorio

Cantidad Descripcion

01 Multiparametro de campo

01 GPS

01 Camara fotografica

02 Dispensador electrénico

01 Campana de flujo laminar

01 Sistema de electroforesis

01 Fotodocumentador

01 Espectrofotometro

01 Termociclador de gradiente
01 Termociclador de PCR

01 Centrifuga refrigerada

01 Microcentrifuga refrigerada

01 Minicentrifuga refrigerada

01 Vortex

01 Refrigeradora congeladora

01 Ultra congeladora

01 Maquina de escamas de hielo
01 Autoclave

01 Fluorémetro portatil

01 Agitador con incubacion

01 Horno microondas

01 Equipo de Bafio Maria

01 Balanza digital

01 Bomba de vacio

01 Termo de nitrogeno liquido 10 Lt
01 Analizador de metales pesados portatil
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Tabla7

Lista de materiales de laboratorio

Cantidad Descripcion

03 Beaker estéril
02 Matraz de vidrio
03 Pipeta serolégica de vidrio
02 Matraz kitazato
02 Embudo buchner de porcelana
07 Tubo falcon 15y 50 mL
10 Botellas de vidrio color ambar
02 Tampon de matraz kitazato
03 Pinza de metal
06 Gradilla para tubos
03 Bagueta de vidrio
05 Crioviales
100 Membrana de nitrocelulosa 0.45um
02 Papel aluminio
01 Parafilm

Tabla 8

Lista de insumos quimicos

Cantidad Descripcion
100 mL | Acetona 98%
01 Kit Kit de extraccion de ADN WIZARD HMW
500 mL | Tris - EDTA 100x pH 8.0, grado Biologia

Molecular

3.5. Procedimientos
3.5.1. Técnicas de filtracion
Método de filtracion de agua por membranas de nitrocelulosa. Como
indica Mulvany, 1969, en el equipo bomba de vacio (VACUUMBRAND, MZ
2C NT+AK+EK, Germany) se coloco asépticamente un filtro blanco estéril
de 0.45 ym de 47 mm de diametro (Millipore), con la rejilla hacia arriba en
un porta filtros estéril.
- Se vertio la muestra de agua (730 mL) en el embudo y se aplicé al vacio
para iniciar la filtracion.

- Se enjuago las paredes del embudo con 20 mL de la muestra de agua.
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- Se retird el embudo y se transfirio el filtro asépticamente a un tubo
(Falcén) de 50 mL y se guardd a -86 °C en una ultra congeladora hasta
su utilizacion para la extraccion del ADN metagendmico.

Figura 5

Filtracion de muestras de agua del embalse Pasto Grande por membranas de

nitrocelulosa 0.45 um

o....
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Nota: (a) Proceso de filtracion por membranas con bomba de vacio

(b) Membranas filtradas con 750 mL de agua del embalse Pasto

Grande (diversos puntos de muestreo)
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Figura 6

Almacenamiento de membranas de nitrocelulosa de 0.45 um conteniendo el material

microalgal
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&\
Nota:  (a) Muestras material microalgal

(b) Almacenamiento en la Ultracongeladora -86°C
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3.5.2. Técnicas moleculares.

Extraccion de ADN metagenémico. Fue realizado segun la metodologia
de Hept & Greene, 2023, para la extraccion de ADN metagendmico se utilizd
el Kit comercial de extracciéon de ADN de alto peso molecular Kit Wizard —
PROMEGA (Purify High-Molecular -Weight DNA for Long-Red Sequencing-
Catalogo N°A2920) y se siguio el protocolo del fabricante a continuacion, se
describe:

Previamente se extrajo el pellet de dos muestras de membrana filtrada (750
mL cada una), se colocé en un tubo falcon de 15 mL y se adicion6 4 mL de
solucion buffer Tris - EDTA pH 8.0, grado Biologia Molecular (Sigma Aldrich,
Caodigo 93283, Alemania), los tubos se llevaron al vértex por 3 min con la
finalidad que el material de la membrana se desprenda, posteriormente con
unas pinzas esterilizadas se retiré la membrana y se desechd. De los tubos
falcon se extrajo con ayuda de una micropipeta 1.5 mL de la muestra
tomando el sobrenadante y se colocé en un tubo de 2.0 mL y se llevo a la
microcentrifuga por 2 min a 13 000 rpm a 17°C, al culminar el proceso se
desecho el liquido con cuidado para que no se desprenda el sedimento de

ADN, el mismo proceso se realizé hasta culminar toda la muestra obtenida.

- Se colocé el pellet en un tubo de microcentrifuga y se agreg6 500ul de
tampon de lisis A HMW, se agité usando vortex durante 1-5 segundos
para humedecer el pellet.

- Se incubd a 65°C durante 15-30 minutos, posteriormente se enfrid el
lisado a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se afadié 3pl de
solucion de RNasa A a la muestra y se mezcl6 invirtiendo el tubo 5-7
veces. Se llevo a incubar la mezcla a 37°C durante 15 minutos.

- Se afiadi6é 20pl de solucion de proteinasa K a cada muestra y se mezclo
invirtiendo el tubo 10 veces. Se llevo a incubar la mezcla a 56°C durante
15 minutos y se enfri6 a temperatura ambiente durante al menos 5
minutos o enfriar en hielo 1 minuto.

- Se llevé a centrifugar a 13.000-16.000 x g durante 3 minutos a
temperatura ambiente para precipitar cualquier material insoluble. Se
transfirio el lisado a un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5 mL.

- Se anadié 200ul de solucion de precipitacion de proteinas al lisado
nuclear. Con puntas de pipeta de 1.000 ul se mezclé la solucion cinco
veces. Posteriormente se puedo visualizar pequefios grumos de

proteina. Se incubéd en hielo durante 5 minutos.
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Se centrifugd a 13.000-16.000 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Debe verse un precipitado verdoso. Si se observaba restos
sin granular, se tenia que repetir el paso de centrifugacion.

Después se transfirié lentamente el sobrenadante a un tubo de
microcentrifuga limpio de 1,5 mL decantando la muestra en un tubo que

contenga 600 ul de solucion a temperatura ambiente.

Nota: Puede quedar algo de sobrenadante en el tubo original que
contiene el precipitado de proteinas. Se dej6 el liquido residual en el
tubo para evitar contaminar la solucion de ADN con la proteina

precipitada.

Se mezclé suavemente la solucion invirtiendo el tubo ocho veces,
después se lo llevo a incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente
y se repitid la inversion. Las hebras blancas de ADN pueden formar una
masa visible.

Se llevd a centrifugar a 13.000-16.000 x g durante 2 minutos a
temperatura ambiente. EI ADN puede ser visible como un pequefio
precipitado blanco, el sobrenadante se decantd y se anadié 600ul de
etanol al 70% a temperatura ambiente al ADN. Se invirtié6 suavemente
el tubo varias para lavar el precipitado de ADN vy las paredes del tubo
de microcentrifuga. Centrifugar como se indica en el paso anterior.

Se desecho el sobrenadante y repetir el paso anterior.

Después se aspiro cuidadosamente el etanol. El pellet de ADN esta muy
suelto en este punto, por lo que se evitd perturbar o aspirar el pellet en
la pipeta.

Se dejo el tubo invertido sobre papel absorbente limpio y seque el pellet
al aire durante 10-15 minutos.

Posteriormente se anadié 100pul de solucién de rehidratacion de ADN al
tubo. No se debe agitar en vértex porque se produciria un cizallamiento
mecanico y disminuiria el tamafio medio de los fragmentos. Se rehidrato
el ADN incubando la solucién durante toda la noche a temperatura

ambiente (Ver figura 6).

Nota. Si el ADN no parece homogéneo (por ejemplo, todavia se ve el
precipitado no disuelto), mézclelo con puntas de pipeta de 200 pul de

diametro ancho.

Al finalizar el ADN se almacenar a 2-8°C.
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La concentracion y pureza del ADN extraido fué evaluado mediante el
espectrofotdmetro Nano Drop OneC (ThermoScientific, USA) y el fluorimetro
Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific). La calidad de las extracciones de ADN
se verifico mediante la técnica de electroforesis en geles de agarosa al 1.0%
tefiidos con bromuro de etidio (EtBr) (10 mg/mL) y se visualizé en un
fotodocumentador (Bio-Rad - GelDoc Go Imaging System, USA)
(Sambrook y Russell, 2001) (Ver figura 7 y 8).

Figura7

Extraccion de ADN metagendémico con el Kit Promega

m

Nota: (a) Proceso de extraccion de ADN metagendmico a partir de las
membranas de nitrocelulosa
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Figura 8

Analisis 'y visualizacién del ADN metagenémico mediante electroforesis y

fotodocumentacién

d EPG-10 EPG-02  EPG-08  EPG-09

N — e =

Nota: (a)y (b) Sistema de Electroforesis en gel de agarosa al 1%, muestras de
ADN metagenomico

(c) Analisis del gel de agarosa en el fotodocumentador
(d) Imagen del gel con las respectivas muestras del ADN metagendmico.
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Figura 9

Cuantificacién y evaluacién de la pureza del ADN metagenémico

Nota: (a) Utilizacion del Espectrofotémetro- Nanodrop OneC
(b) Utilizacion del fluorémetro Qubit 4

(c) Utilizacion de los equipos para la cuantificacion y verificacion de la calidad
del ADN metagendmico
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Preparacion de bibliotecas y secuenciacion. EI ADN extraido para la
secuenciacion fueron preparadas segun los protocolos de las biblioteca de
secuenciacion metgendémica 16S de lllumina MiSeq™/HiSeq™ (San Diego,
CA, EE.UU). Se realizé una PCR dirigida a la regiéon V3-V4 del gen 16S de
las bacterias para cada muestra. Los cebadores utilizados fueron 341F (5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3") y 805R (5-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'). La calidad e integridad del ADN se

midio6 con el fluorometro portatil Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific).

Anadlisis bioinformadtico. Las secuencias de ADN generadas fueron

comparadas con las bases de datos:
- Datos Ribosomal Database Project (RDP) 16S:
http://rdp.cme.msu.edu/misc/resources.jsp

- SILVA ribosomal RNA database 16S: biblioteca por defecto,
https://www.arb-silva.de/

- Base de datos 16S National Center for Biotechnology Information
(NCBI): http://ncbi.nlm.nih.gov/

- Genome Taxonomy Database (GTDB): base de datos por defecto de
longitud completa https://gtdb.eco genomic.org/

Se procesaron utilizando los siguientes programas bioinformaticos:

Tabla 9

Programas informéticos utilizados en la secuenciacion de ADNmg

Software R Package Version Autores
Cutadapt 1.18 Vegan 2.5-6 Martin, 2011
PEAR 0.9.8 Ggraph 2.0.0 -
PRINSEQ 0.20.4 Schmieder et

Phyloseq 1.30.0 al., 2011
Usearch 11.0.667 Lund et al.,
Gplots 3.0.1.1 2022
RDP classifier 2.12 Ape 53 Guo et al., 2013
NCBI Blast 2.10.0 . . Dash etal.,
mixOmics 6.10.6 2021
Mothur 1.43.0 Marizzoni et al.,
Ade4 1.7-13 2020
Muscle 3.8.31 Cluster 2.1 -
MAFFT 7.45 clusterSim 0.48-3 Kolb et al., 2024
BMGE 1.12 . Desingu et al.,
VennDiagram 1.6.20 2023
Fasttree 2.17 Chin et al.,
UpSetR 1.4.0 2024
Krona 2.7.1 Circlize 0.4.8 Lv et al., 2022
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ETE3 3.1.1 Ggtern 310 Cohelo et al.,

2022
GraPhlAn 1.1.3 metagenomeSeq 1.28.0 Lé Cza&gt al.,
STAMP 2.1.3 Wang et al.,
DESeq2 1.26.0 2022
LEfSe 1.1.0 randomForest <46-14 Gomez et al.,
2017
SparCC 1.0.0 pROC 1.15.3 -
PICRUSt2 2.5.2 Kayongo et al.,
Corrplot 0.84 2023
BugBase 0.10.0 Dada2 1.14.0 Cao et al., 2021
FAPROTAX 1.2.1 Cheng et al.,
2024
FUNGuild 1 Tanunchai et
al., 2023

Datos de secuencias originales. Los archivos de datos de imagenes
originales obtenidos por lllumina MiSeq™/HiSeq™ se convirtieron en
secuencias de lectura originales (Sequenced Reads) a través de un analisis
de reconocimiento de bases (Base Calling). Los Datos Crudos (Raw Data) o
Lecturas Crudas (Raw Reads) se almacenaron en formato FASTQ, que
incluye informacién de la secuencia de las lecturas (reads) y la informacién
de calidad de secuenciacion.

Los archivos en formato FASTQ describen cada lectura (read) en cuatro

lineas, como se muestra a continuacion:
@MISEQO03:113:000000000-AFJGE:1:1101:12409:1286 1:N:0:TCTACA
NAAGAACACGTTCGGTCACCTCAGCACACTTGTGAATGTCATGGGATC
CAT

+

#557?7BBBBB?BA@DEEFFCFFHHFFCFFHHHHHHHFAEOECFFD/AEHH

La primera linea comienza con “@”, seguida del identificador de
secuenciacion de lllumina (Sequence Identifiers) y texto descriptivo
(opcional); la segunda linea representa la secuencia de bases; la tercera
linea comienza con “+”, seguida nuevamente por el identificador de
secuenciacion de lllumina (opcional); y la cuarta linea representa la calidad
de secuenciacion de las bases correspondientes, donde el valor ASCII de

cada caracter en esta linea menos 33 corresponde al valor de calidad de
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secuenciacion de la base en la segunda linea.
Para mas detalles sobre el identificador de secuenciacion de lllumina, ver la

siguiente tabla:

Tabla 10
Detalles del identificador de secuenciaciéon lllumina

MISEQO3 Instrumento — identificador Ginico del secuenciador

113 Numero de corrida — numero de corrida en el instrumento

000000000AF-JGE FlowCell ID -ID del flowcell

1 LaneNumber — Numero entero positive

1101 TileNumber — Numero entero positive

12409 X — Coordenada x del punto. Entero que puede ser
negativo

1286 Y — Coordenada y del punto. Entero que puede ser
negativo

0 Numero de control — 0 cuando ninguno de los bits de

control esta activado, de lo contrario, es un numero par

TCTACA Secuencias de indice de lllumina

Los valores de calidad de secuenciacién de bases de MiSeq™/HiSeq™
(Phred quality score, Qphred) son una representacion entera de las
probabilidades de error en la secuenciacion de bases (probabilidades de
error en la identificacion de bases, P), con la relaciéon de mapeo siendo:
Qphred = -10log10(P).

Las puntuaciones de calidad Phred estan vinculadas logaritmicamente a las
probabilidades de error:

Tabla 11

Puntuaciones de calidad Phred

Puntuacién de Probabilidad de Exactitud de la llamada
Calidad llamada incorrecta de de Base
Phred Base
10 1en10 90%
20 1en 100 99%
30 1 en 1000 99.9%
40 1 en 10000 99.99%
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Preprocesamiento de datos

Los datos de secuenciacion obtenidos son secuencias de doble extremo, y
las secuencias contienen secuencias de codigo de barras, ademas de los
cebadores y secuencias de adaptadores afiadidos durante la secuenciacion.
Primero, se elimina las secuencias de cebadores y adaptadores, luego,
basandose en la relacion de solapamiento entre los PE reads (lecturas de
extremo emparejado), se unen (merge) los reads emparejados en una sola
secuencia. Después, se identifican y separan las muestras segun las
secuencias de etiquetas de cédigo de barras para obtener los datos de cada
muestra, y finalmente, se realiza un control de calidad y filtrado de los datos

de cada muestra para obtener datos validos de cada muestra.
Métodos y parametros de optimizacion de datos:

- Utilizar cutadapt para eliminar los adaptadores de secuenciacién de
3’ de Read1 AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA vy
de Read2 AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT;

- Utilizar PEAR para unir (merge) los reads emparejados en una sola
secuencia, basandose en la relacién de solapamiento entre los PE
reads;

- Separar los datos de cada muestra a partir de los datos unidos,
segun las secuencias de cédigo de barras y de cebadores de cada
muestra, y corregir la orientacion de las secuencias;

- Utilizar PRINSEQ para recortar las bases en el extremo de los reads
con valores de calidad inferiores a 20, estableciendo una ventana de
10bp. Si el valor de calidad promedio dentro de la ventana es inferior
a 20, se recorta la base del extremo comenzando desde la ventana,
fitrando secuencias que contienen N y secuencias cortas, y
finalmente eliminando secuencias de baja complejidad.

3.5.3. Técnicas fisiolégicas

Determinacion de clorofila-A. Para medicion de la Clorofila-A se empled
el equipo Espectrofotometro Nano Drop OneC (Thermo Scientific, USA)
aplicando el procedimiento de Murakami et al., 2021, que se detalla a
continuacion:

Se tomd6 dos membranas de 0.45um filtradas con 500mL de muestra de
agua, se colocé en el tubo falcon de 15 mL y se adiciond 6 mL de acetona

al 99.9% de pureza en el tubo y se lo llevo al vortex por 1 min a 3 000 rpm.
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Posteriormente se cubrié el tubo con papel aluminio para que la luz no
degrade la clorofila presente en la muestra y se almacené en la refrigeradora

a 15°C por un tiempo no menor de 2 horas y no mayor de 24 horas.

Previamente a realizar la lectura con el Espectrofotometro se realizé una
prueba con Clorofila-A (Sigma-Aldrich, C5753) y se disolvié en Acetona al
99%.

Para empezar a hacer la lectura se realizé la prueba del “blanco” que
contenia acetona al 99% en una cubeta de 1 cm. Posteriormente se procedid
a realizar las lecturas por cada punto y para tener veracidad en los
resultados se hizo pruebas por triplicado, se us6 el software Nanodrop One
V2.10.0. (Ver figura 10).

La concentraciéon de Chl-A se calcul6 usando la siguiente férmula.

Cha (%) = 12.25 x A 6636 _ 255 x A 6466

Nguyen et al., 2021

Doénde:
Ch a: clorofila-A

A : absorbancia
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Figura10

Cuantificacién de Clorofila-A total de muestras de agua del embalse Pasto Grande

Nota: (a) Tubos falcon de 15 mL conteniendo membranas con Acetona al
99.99%

(b) Centrifugacion de las muestras a temperatura ambiente

(c) Medicién de la concentracion de Clorofila-A con el espectrofotémetro
Nanodrop OneC€ utilizando el NanoDrop OneC software
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Determinacion de metales pesados. Se aplico la metodologia segun
Tchigossou et al., (2017), para la determinacion de la concentracion de
metales pesados de cada punto de muestreo se utilizd el equipo portatil
Analizador de metales pesados de agua (Metalyzer field Pro HM3000 -
Tracez0 - Reino Unido) debido que es un equipo que esta siendo utilizado
por el Organismo de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental (OEFA),
siguiendo el protocolo del fabricante (Ver Anexo 9), este equipo determind
la concentracion de los metales As, Hg, Mn, Ni, Cd, Cu, Se, Pb, Zny Cr, los
datos obtenidos fueron procesados con el Software especializado Trace20
Metaware (V5).

Las muestras se procesaron y analizaron en el laboratorio de Biologia
Molecular y Biotecnologia de la Universidad Nacional de Moquegua — filial
llo (Ver figura 11), los resultados que se obtuvo son preliminares con la
finalidad que posteriormente se pueda realizar el analisis de metales

pesados en laboratorios acreditados.

Tabla 12
Electrodos para determinacion de metales pesados
Elementos Solucién de
Electrodo de trabajo L.
analizados revestimiento
Cd, Pb,Cu, Zn WE1 HG500
Hg, As WE2 AU500
Mn, Se WE1 (Mn) HG1000
Ni, Cr WE3 -

Nota. Manual Metalyzer Field Pro HM3000 (Tracez0, n.d.)
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Figura 11

Determinacién y cuantificacion de metales pesados utilizando el equipo portatil
Metalyzer HM3000

3.6. Analisis de datos

Se utilizé el Software Primer-e v6 para determinar los indices de diversidad
ecolégica, siendo: Analisis del indice de Shannon — Weaver y Analisis de
diversidad de Simpson (D) como también para determinar la Correlacién de
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Spearman entre los las variables de Clororfila-A y los taxones relacionados a
cianotoxinas, debido a que permite realizar un analisis multivariado con los
datos ecolégicos y ambientales (Clarke & Gorley, 2015).

También se empled el Software R-Studio v4.3.3 para desarrollar el Analisis de
Correlacion Canodnica (CCA) entre las variables ambientales de metales
pesados y la presencia de cianobacterias con la finalidad de verificar

estadisticamente si existe correlacion positiva o negativa (Luo et al.,2014).

Indice de Simpson. Para el andlisis de diversidad de Simpson (D) se
emplearon los datos metagendmicos para medir la probabilidad de taxones

del grupo de cianobacterias. Se calcul6 resolviendo la ecuacion:

N
_xn(n-1)
p=) ot b= Va1
i=1

Doénde:

D: indice de Simpson

“w
|

Pi: abundancia proporcional de la especie
i: especie
n: numero total de organismos de una especie

N: numero total de organismos de todas las especies

Indice de Shannon. Para el andlisis del indice de Shannon - Weaver
(Shannon 1948) se utilizd los datos metagenémicos para cuantificar la
diversidad y la riqueza de especies de cianobacterias, se calculd resolviendo

la ecuacion:

s
H = Zpiln pi
i=1

Donde:

H: indice de Shannon-Wiener

S: numero de especies (riqueza de especies)
pi: proporcion de individuos de la especie i

Ln: logaritmo natural
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IV. Resultados y discusién

4.1. Resultados

4.1.1. Comparacion de taxones de cianobacterias y su relacion con la

presencia de metales pesados (Cd, Pb, Cu y As).

Para saber si las variables ambientales presentan una asociacion con

las microalgas pertenecientes al grupo taxondmico de cianobacterias

productoras de cianotoxinas se aplicé en el modelo estadistico denominado

Andlisis de Correspondencia Canédnica (CCA), procesado por el Software

estadistico R Studio 4.4.2 obteniendo el siguiente resultado:

Figura 12

Analisis de Correspondencia Canoénica (CCA)
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Los puntos azules representan las especies de cianobacterias encontradas
en el analisis de secuenciacion por lllunima, mientras que las flechas rojas
representan los metales pesados cadmio (Cd), plomo (Pb), cobre (Cu) y
arsénico (As). Asimismo, los puntos (especies) mas cercanos a la direccion
de una flecha tienden a estar mas asociadas con esa variable.
Las microalgas Cyanobacteriia sp., Chamaesiphon PCC-7430 sp.,
unclassified Cyanobacteriia y la unclassified Tychonema CCAP 1459-11B
estuvieron asociadas a la presencia de arsénico (As) y cadmio (Cd), en el
caso de unclassified Tychonema CCAP 1459-11B estuvo asociada con
plomo (Pb), mientras que Pseudanabaena PCC-7429 sp. estuvo asociada
con el cobre (Cu) (Ver figura 12).
Asi mismo, se observé de manera dispersa y alejada la presencia de SepB-
3 sp., unclassified Cyanobacteriia, Pseudanabaenaceae sp., Scytonema
UTEX 2349 sp., Tychonema CCAP 1459-11B sp., Calothrix KVSF5 sp.,
Tychonema bourrellyi CCAP 1459-11B, unclassified Microcystaceae,
Tychonema tenue CCAP 1459-11B, Chamaesiphon PCC-7430 sp.,
unclassified Cyanobacteriales, unclassified Nostocaceae, unclassified
Gloeobacter PCC-7421, unclassified Pseudanabaena PCC-7429, Snowella
rosea 0TU37S04, Chamaesiphon subglobosus PCC-7430 y unclassified
Nostoc PCC-73102 no mostraron relacion con los metales pesados.

Tabla 13

Resultados del Analisis de Componentes Canonicos (CCA)

CCA1 CCA2 CCA3 CCA4
Valor propio 0.17 0.09 0.08 0.07
Proporcion
explicada 0.41 0.21 0.20 0.18
Proporcion
acumulada 0.41 0.62 0.82 1.00

La tabla presenta los valores de los Vectores, que representan la cantidad
de varianza explicada por cada eje en un Andlisis de Correspondencia
Canonica (CCA), asi como la proporcion de varianza explicada y acumulada
por estos ejes. El primer eje (CCA1) es el mas significativo, explicando el
41% de la varianza total, indicando que es el principal factor en la
variabilidad de los datos. El segundo eje (CCA2) explica un adicional del

21%, lo que lleva la proporcion acumulada de varianza explicada al 62%.
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4.1.2. Anadlisis de Redundancia (RDA) entre estaciones de muestreo y
variables ambientales

Figura 13

Analisis de Redundancia (RDA)
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Este analisis indica que el 82.2% presentd una variacion ajustada en el eje
Xy el 12.2% de la variacién ajustada en el eje Y.

En el circulo (azul) se observa las variables cobre (Cu), arsénico (As),
cadmio (Cd) y plomo (Pb).

Las estaciones de muestreo con mayor asociacion a las variables
ambientales fueron las siguientes:

Los puntos de muestreo EPG-08 y EPG-09 situados por la bocatoma del
embalse estan influenciadas por el metal pesado cadmio (Cd). EPG-06 y
EPG-05 ubicados por los tributarios Patara y Tocco estan distantes al metal
pesado plomo (Pb), mientras que EPG-02 situado cerca al afluente
Millojahuira esta mas asociada a cobre (Cu).

La estacion EPG-01 ubicado en la parte Norte del embalse esta claramente
separada del resto de estaciones, lo que sugiere que tiene una composicion
muy diferente que no estan bien explicada por las variables cobre (Cu),
arsénico (As), cadmio (Cd) y plomo (Pb) Relaciéon de la concentracion de

Clorofila-A y los taxones de cianobacterias con grado de toxicidad
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4.1.3. Relacion de la concentracion de clorofila-A y los taxones de

cianobacterias con grado de toxicidad

Para verificar si las variables biolégicas presentan una asociacién entre si,
se aplico el coeficiente de correlacion de Spearman “I's” debido a que los

datos obtenidos durante la etapa de muestreo no mostraron una distribucion
normal razéon por la cual se obtuvo los resultados que se detalla a
continuacion:

Figura 14

Analisis de Correlacion Spearman para clorofila-A y taxones de cianobacterias
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Histogramas representados en color gris donde se observa la
distribucion de cada variable y su dispersiéon. Las celdas con numeros
representan la correlacion entre dos variables la cual varia entre -1 y 1. Un
valor cercano a 1 indica una correlacién positiva fuerte, un valor proximo a -
1 es una correlacién negativa fuerte y cercano a 0 indica que no hay
correlacion lineal.

El coeficiente de correlacion fue -0.704, indicando una correlacion
negativa moderada a fuerte entre la clorofila-A y los taxones de
cianobacterias que producen cianotoxinas. Esto significa que, a medida que
los niveles de clorofila-A aumentan, los taxones de cianobacterias

productores de cianotoxinas tienden a disminuir, y viceversa.
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En términos ecoldgicos, la clorofila-A es un indicador de la presencia de
fitoplancton (incluyendo cianobacterias) segun Garcia et al. (2024)
sefialaron que una correlacion negativa sugiere que cuando otras formas de
fitoplancton (no productoras de toxinas) son mas abundantes, las
cianobacterias toxicas son menos predominantes. Este resultado podria
reflejar una competencia entre diferentes tipos de organismos fotosintéticos
en el ecosistema, donde el aumento de fitoplancton benigno podria estar
limitando el crecimiento de las cianobacterias tdxicas, tal como Ilo
manifestaron Séndergaard et al. (2011).

4.1.4. Comparacion de la concentracion de metales pesados y ECA-
Agua para Categoria 1y 4
Los niveles de concentracion de metales pesados (Ver tabla 18) fueron

comparados con los valores del ECA para agua D.S. N°004-2017-MINAM.

Figura 15

Concentracion de Mercurio (Hg) en los puntos de muestreo en relacién a los ECA

Categoria 1 y Categoria 4

Concentracion de Mercurio (Hg) en el embalse Pasto Grande

0.420

0.450
0.400
0.350
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

m— Vietalyzer
Heg

em— FCA Agua
Cat.1 Hg

e ECA Agua
Cat.4 Hg

Hg mg/L

> 0.0001
0.002

Puntos de muestreo

La concentracion de mercurio (Hg) en el embalse Pasto Grande supero
la maxima concentracion establecida en los Estandares de Calidad Ambiental
para la Categoria 1 — Poblacional y Recreacional “Aguas que se pueden ser
potabilizadas con tratamiento convencional’” (0.002 mg/L) y Categoria 4
Conservacion del ambiente acuatico — Sub Categoria E1: Lagunas y lagos
(0.0001 mg/L).
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Figura 16

Concentracion de Arsénico (As) en los puntos de muestreo en relacion a los ECA
Categoria 1y Categoria 4
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Puntos de muestreo

La concentracion de arsénico (As) en las aguas del embalse Pasto
Grande super6 los Estandares de Calidad Ambiental para la Categoria 1 —
Poblacional y Recreacional “Aguas que pueden ser potabilizadas con
tratamiento convencional” (0.01 mg/L) en los puntos de muestreo EPG-01 con
0.051 mg/L y EPG-02 0.015 mg/L.

Figura 17

Concentracion de Manganeso (Mn) en los puntos de muestreo en relacién a los ECA

Categoria 1y Categoria 4
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La concentracion de manganeso (Mn) en el embalse Pasto Grande no

supero los Estandares de Calidad Ambiental para la Categoria 1 — Poblacional
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y Recreacional “Aguas que se pueden ser potabilizadas con tratamiento

convencional” (0.4 mg/L).

Figura 18

Concentracion de Niquel (Ni) en los puntos de muestreo en relacion a los ECA

Categoria 1 y Categoria 4
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Puntos de muestreo

La concentracion de niquel (Ni) en todos los puntos de muestreo del
embalse Pasto Grande no supera los Estandares de Calidad Ambiental en la
Categoria 4 Conservacion del ambiente acuatico — Sub Categoria E1:

Lagunas y lagos (0.052 mg/L).

Figura 19

Concentracion de Cobre (Cu) en los puntos de muestreo en relacién a los ECA

Categoria 1 y Categoria 4
Concentracion de Cobre (Cu) en el embalse Pasto Grande
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Las muestras de agua del embalse Pasto Grande se determiné que la
concentracion de cobre (Cu) en los puntos de muestreo EPG-02 con un valor
de 0.250 mg/L, EPG-06 mg/L y EPG-09 0.352 mg/L superan la concentracion
establecida en los Estdndares de Calidad Ambiental en la Categoria 4
Conservacion del ambiente acuatico — Sub Categoria E1: Lagunas y lagos 0.1
mg/L.

Figura 20

Concentracion de Selenio (Se) en los puntos de muestreo en relacion a los ECA

Categoria 1y Categoria 4

Concentracion de Selenio (Se) en el embalse Pasto Grande
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Puntos de muestreo

Las muestras de agua del embalse Pasto Grande la concentracion de
selenio (Se) en los puntos de muestreo EPG-06 0.048 mg/L y EPG-08 0.017
mg/L supera los Estdndares de Calidad Ambiental para la Categoria 1 —
Poblacional y Recreacional “Aguas que se pueden ser potabilizadas con
tratamiento convencional” de 0.005 mg/L y el punto de muestreo EPG-06 con
un valor de 0.048 mg/L supera los Estandares de Calidad Ambiental en la
Categoria 4 Conservacion del ambiente acuatico — Sub Categoria E1:

Lagunas y lagos con 0.04 mg/L.
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Figura 21
Concentraciéon de plomo (Pb) en los puntos de muestreo en relacion a los ECA

Categoria 1y Categoria 4

Concentracion de Plomo (Pb) en el embalse Pasto Grande
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Las muestras de agua del embalse Pasto para plomo (Pb) se
encontraron en los puntos de muestreo EPG-01 con un valor de 0.002 mg/L,
EPG-03 0.047 mg/L, EPG-05 0.038 mg/Ly EPG-06 0.049 mg/L superan la
concentracion establecida en los Estandares de Calidad Ambiental para la
Categoria 1 — Poblacional y Recreacional “Aguas que se pueden ser
potabilizadas con tratamiento convencional” con una concentracion de 0.0025
mg/L y el punto de muestreo EPG-06 con un valor de 0.049 mg/L supera los
Estandares de Calidad Ambiental en la Categoria 4 Conservacion del

ambiente acuatico — Sub Categoria E1: Lagunas y lagos con 0.05 mg/L.
Figura 22

Concentraciéon de Zinc (Zn) en los puntos de muestreo en relacion a los ECA

Categoria 1 y Categoria 4
Concentracion de Zinc (Zn) en el embalse Pasto Grande
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Las muestras de agua del embalse Pasto Grande se determiné la
concentracion de zinc (Zn) en el punto de muestreo EPG-09 con un valor de
0.297 mg/L supera los Estandares de Calidad Ambiental en la Categoria 4
Conservacion del ambiente acuéatico — Sub Categoria E1: Lagunas y lagos

con una concentracion de 0.12 mg/L.

Figura 23

Concentracion de Cadmio (Cd) en los puntos de muestreo en relacion a los ECA

Categoria 1y Categoria 4

Concentracion de Cadmio (Cd) en el embalse Pasto Grande
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Puntos de muestreo

La concentracion de cadmio (Cd) en el punto de muestreo EPG-07 con
un valor de 0.003 mg/L supera los Estandares de Calidad Ambiental en la
Categoria 4 Conservacion del ambiente acuatico — Sub Categoria E1:
Lagunas y lagos, el punto de muestreo EPG-01 superd los Estandares de
Calidad Ambiental para la Categoria 1 — Poblacional y Recreacional “Aguas
que se pueden ser potabilizadas con tratamiento convencional” con una

concentracion de 0.005 mg/L.
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Figura 24

Concentracion de Cromo (Cr) en los puntos de muestreo en relacion a los ECA
Categoria 1y Categoria 4
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La concentracion de cromo (Cr) en el punto de muestreo EPG-04 con
un valor de 0.011 mg/L se encuentra en el rango que establece los Estandares
de Calidad Ambiental en la Categoria 4 Conservacion del ambiente acuatico
— Sub Categoria E1: Lagunas y lagos con una concentracion de 0.011 mg/L,
los puntos de muestreo EPG-09 con un valor de 0.736 mg/L y EPG-10 con
0.231 mg/L superan la concentracion de 0.005 mg/L permitida por los
Estandares de Calidad Ambiental para la Categoria 1 — Poblacional y
Recreacional “Aguas que se pueden ser potabilizadas con tratamiento

convencional”.

4.1.5. Calculo de Iindices de diversidad

Para determinar los indices de diversidad de Shannon y de Simpson
se empled el software Primer-e v6 donde se analizaron los datos y se

generaron diagramas que se detallan a continuacion:
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Tabla 14

Tabla de indices de diversidad

Estaciones
indices de diversidad
de especies EPG-01 EPG-02 EPG-04 EPG-05 EPG-06 EPG-08 EPG-09
Especies (s) 4 12 19 11 12 10 14
Individuos (N) 1501 466 1694 693 1028 534 1182
Shannon (H') (loge) 078 141 161 163 173 167 152
Simpson (A) 053 035 023 023 020 023 026

Figura 25

Numero de especies encontradas en los puntos de muestreo del embalse Pasto

Grande

Especies (s) en cada punto de muestreo del embalse Pasto
Grande
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De los resultados obtenidos en la tabla 14 y figura 25, se observa que
la riqueza (s) varié de 4 (EPG-01) a 19 (EPG-04) especies. La abundancia de
individuos oscilé desde 466 (EPG-02) a 1501 (EPG-01).
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Figura 26

Indice de diversidad de Shannon (H')
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Tabla 15

Valorizacién del indice de diversidad de Shannon - Wiener

Valores Interpretacion
01-15 Diversidad Baja
1.6-3.0 Diversidad Media
3.1 —mas Diversidad Alta

Nota. (Kreps, 1985)

El valor mas bajo de la serie fue de 0.78, esta ubicado en el punto de
muestreo EPG-01, lo que indica baja diversidad en la comunidad o muestra.
Un valor tan bajo sugiere que una o unas pocas categorias estan dominando
la muestra, con una menor equidad. La mayoria de los individuos
probablemente pertenezcan a una categoria dominante, lo que indica una
distribucion muy desigual.

Los puntos EPG-02 y EPG-09 obtuvieron un valor de 1.41 y 1.52,
indica una diversidad moderada-baja. Es mas alta que 0.78, lo que sugiere
que hay mas equidad en la distribucion de las categorias, aunque todavia
puede haber alguna categoria que predomine mas que otras, se sugiere que
las comunidades microalgales de cianobacterias no estarian completamente

dominados.
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Los puntos EPG-04 y EPG-05 obtuvieron un valor de 1.61 y 1.63,
indica una diversidad moderada-alta. Hay una buena mezcla entre las
categorias presentes, lo que sugiere que la comunidad es bastante diversa y
las categorias estan distribuidas de manera razonablemente equitativa.

EPG-06 obtuvo el valor mas alto en los resultados con 1.73, indicando
la mayor diversidad en la comunidad. Aqui, las categorias estan distribuidas
de manera mas equitativa, sin una predominancia clara de ninguna en
particular. Este valor refleja una alta equidad entre las categorias.

Razon por la cual la relacion de la diversidad de Shannon (H') en la
estacion EPG-06 presenté el valor mas alto (1.73), lo que sugiere una
comunidad diversa y equilibrada. En contraste, EPG-01 que obtuvo el valor
mas bajo (0.78).

Figura 27

Indice de diversidad de Simpson-D
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Tabla 16

Valorizacion del Indice de diversidad de Simpson

Valores Interpretacion
0.00-0.35 Diversidad Baja
0.36 -0.75 Diversidad Media
0.46 —1.00 Diversidad Alta

Nota. (Kreps, 1985)
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Para el punto EPG-01 obtuvo un valor de 0.53 el cual representa un
nivel moderado de diversidad. La probabilidad de que dos individuos
seleccionados al azar pertenezcan a la misma categoria es del 53%, lo que
indica que no hay una alta uniformidad en las categorias, pero tampoco hay

una diversidad extrema.

En el punto EPG-02 posee un valor de 0.35 y muestra una mayor
diversidad en comparacion con el anterior. La probabilidad de seleccionar dos
individuos de la misma categoria es del 35%, lo que implica una mezcla mas
equilibrada de categorias. Es decir, hay una mayor equidad entre las
categorias, lo que sugiere que ninguna categoria domina de manera
significativa.

En los puntos EPG-04, EPG-05 y EPG-08 muestran tres valores
iguales a 0.23 sugieren una alta diversidad. Aqui, la probabilidad de que dos
individuos seleccionados al azar pertenezcan a la misma categoria es del 23%.
Este valor es bajo, lo que indica que las categorias estan bien distribuidas y no
hay una categoria dominante, es decir, que la poblacion es diversa y

equitativamente representada.

EPG-06 presenté un valor 0.20 lo cual indica el nivel mas alto de
diversidad en los datos proporcionados. La probabilidad de que dos individuos
seleccionados pertenezcan a la misma categoria es del 20%, lo que representa
una distribucién aun mas equitativa de las categorias. Este valor sugiere que
hay una gran diversidad con muchas categorias representadas de forma similar
en términos de proporcion.

Finalmente, en el punto EPG-09 tuvo un valor de 0.26, este valor
vuelve a mostrar un buen nivel de diversidad, aunque ligeramente inferior al
0.20 y 0.23. La probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar
pertenezcan a la misma categoria es del 26%, lo que todavia representa una
situacién de diversidad considerable.

En conjunto, estos valores sugieren una poblacién o muestra con una
diversidad moderada a alta. El hecho de que algunos valores como 0.20 y 0.23
aparezcan repetidos o cercanos entre si sugiere que las categorias estan
razonablemente bien distribuidas en esas instancias. El valor mas alto, 0.53,
indica que, en un contexto, la diversidad es mas limitada, ya que hay una mayor

probabilidad de que dos individuos sean de la misma categoria.
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4.2. Discusion

4.2.1. Taxones de cianobacterias relacionadas a metales pesados (Cd,

Pb, Cu y As)

Al obtener nuestros resultados para determinar la relaciéon de los
taxones de cianobacterias con los metales pesados cadmio (Cd), plomo (Pb),
cobre (Cu) y arsénico (As), se demostré la presencia de las microalgas
Cyanobacteriia  sp., Chamaesiphon  PCC-7430 sp., unclassified
Cyanobacteriia, unclassified Tychonema CCAP 1459-11B, unclassified
Tychonema CCAP 1459-11B y Pseudanabaena PCC-7429 sp. (Ver figura 12),
probablemente influenciadas por la presencia de arsénico (As), distintos a los
estudios técnicos realizados por el Consorcio V-5, (2012), que no evidencio la
presencia de arsénico (As) durante ese ano, sin embargo, fue determinado
cadmio (Cd) en concentraciones (0.002 mg/L) menores a los valores del ECA-
agua, a su vez reportaron las cianobacterias de las especies Anabaena y
Oscillatorias. Otro estudio de monitoreo de la Evaluacion Ambiental del
embalse Pasto Grande realizado por Garcia et al., (2016) para la época de
estiaje encontraron valores de 0.033 mg/L para Cadmio y para el Arsénico de
0.041 mg/L, mientras que en el presente estudio encontramos valores
superiores de 0.133 mg/L y 0.162 mg/L respectivamente en época de estiaje
para el afio 2023 el cual nos indica que el embalse actualmente permanece
contaminado. Igualmente, Garcia et al, 2016, en su estudio 0.041 mg/L
realizaron la evaluacion de Fitoplancton a nivel de Phylum encontrando 03
grupos taxonomicos de Bacillariophyta, Charophyta y Chlorophyta, sin
embargo, en otro monitoreo realizado durante el afio 2015 evidenciaron la
presencia de un nuevo Phylum taxonémico denominado Cyanobacteria, en
nuestro estudio se pudo determinar por métodos modernos de biologia
molecular utilizando la metagenémica nuevos grupos taxondmicos
pertenecientes al Phylum cianobacteria (Ver tabla 22) e incluso se determiné
a nivel de género y especies de cianobacterias.

En este estudio se evidencio la presencia valores superiores de plomo (Pb)
posiblemente asociados a la cianobacteria Tychonema en comparacion a las
concentraciones (0.006 mg/L) reportadas por Garcia et al. (2016) durante la
época de estiaje en el afo 2015, los que a su vez no se detectaron en el 2012
en el estudio realizado por el Consorcio V-5, (2012). El aumento de
concentracion para plomo evidenciado en este estudio estaria llegando al

umbral del ECA-agua 0.05 mg/L para la Categoria 1.
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En relacién al cobre (Cu) y su relacidon con la cianobacteria Pseudanabaena
sp. presentd una posible asociacion con el metal pesado, segun el CCA, en
este estudio se determino la concentracion de 0.342 mg/L superando el valor
permitido por el ECA-agua Categoria 4. En comparacion al monitoreo
realizado por el Consorcio V-5, (2012), obtuvieron un valor de 0.021 mg/L,
igualmente en otro estudio realizado por Garcia et al. (2016) presencio el cobre
(Cu) en concentracion de 0.0087 mg/L en la época de estiaje. En el presente
estudio se puede evidenciar un aumento significativo del Cobre. Cabe indicar
que el cobre es un oligoelemento importante y un micronutriente esencial para
los organismos, pero también puede ser téxico para los humanos y otra biota
cuando esta presente en concentraciones elevadas (Sullivan et al., 2022;

Leybourne y Cameron, 2008).

4.2.2. Relacion de la concentracion de clorofila-A y los taxones de

cianobacterias con grado de toxicidad

Los resultados obtenidos de la concentracion de clorofila-A fueron en
promedio 0.130 g/L el cual posiblemente es consecuencia de un ambiente
acuatico oligotréfico acido con escaza productividad primaria, razén por la
cual fueron encontrados una baja diversidad de taxones de cianobacterias
productoras de cianotoxinas, el cual fue demostrado mediante una correlacion
negativa. El estudio realizado por el Consocio V-5, (2012), indica que el agua
del embalse Pasto Grande es considerado un ambiente téxico, debido a la
acumulacion de metales pesados, bofedales de origen y restos de
dinoflagelados, también revelaron que el embalse ya poseia un escenario
Oligotrofico, en nuestro estudio también demostro la acidificacion de las
aguas del embalse en un promedio de 4.4 pH (Ver tabla 17). En el monitoreo
realizado el 2012 solo se tuvo el 2% de cianobacterias conformado por
Anabaena sp. y Oscillatoria sp. productoras de neurotoxinas, pero Flores
(2020), identifico seis especies de cianobacterias productoras de cianotoxinas
como Microcystis sp., Anabaena sp., Nostoc sp., Plectonema sp., Lyngya sp.
y Oscillatoria sp.

En el presente estudio utilizando técnicas avanzadas de biologia
molecular mediante metagenoma del agua y utlizando marcadores
moleculares del gen 16S Ribosomales se evidencié una mayor diversidad de
comunidades de cianobaterias relacionadas a la produccién de cianotoxinas,
destacando  Tychonema sp., Cyanobacteria, Chamaesiphon sp.,
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Pseudanabaena sp., Cyanobacteriia sp., Scytonema sp., Calothrix sp.,
Nostocaceae, Tychonema bourrellyi, Pseudanabaena, Snowella rosea,
Tychonema tenue, Pseudanabaenaceae sp., Microcystaceae,
Pseudanabaena y Nostoc. Estas especies posiblemente generan
hepatoxinas; esta toxina generan tumores hepaticos y muerte celular en los
seres humanos (Runnegar et .,1981; Rocha et al., 2024). y neurotoxinas;
produciendo contracciones musculares y afectan a los neurotransmisores
(Bartram & Chorus, 1999) (Rocha et al., 2024).

En nuestro estudio determinamos mayor numero de taxones de
cianobacterias durante la época de estiaje posiblemente debido al aumento
de la radiacion solar, el cual es corroborado por el estudio de Mwaura et al,
(2004), donde encontré una dominancia de cianobacterias en los embalses
Kinangop - Kenia, el autor indica que posiblemente se deba a la mayor

radiacion solar propio de las zonas y también mayor presencia de nutrientes.

El Consorcio V-5, 2012, realizaron analisis hidrobiolégico cuantitativo de
fitoplancton siendo que evaluaron las ficotoxinas y la Clorofila-A, el cual se
evidencio la presencia de cianobacterias Anabaena y Oscillatorias, al
contrastar las dos variables no se aprecio una relacion estrecha debido a que
no solo las cianobacterias dan el pigmento en el agua si no otras algas como
las diatomeas ya que estas presentaron mayor valor y también se debe a la
radiacion solar de la zona. En nuestro estudio se determinaron altas
concentraciones de clorofila-A, el cual probablemente sea producto de las
comunidades de diatomeas pues son tolerantes a los ambientes acidos
(comprobado en anteriores estudios), algunas especies de diatomeas pueden
producir toxinas que afectan a organismos acuaticos y pueden acumularse en

la cadena alimentaria (Narayanan et al., 2022).

4.2.3. Comparacion de la concentracion de metales pesados y ECA —

Agua

En nuestro estudio determinamos la concentracion del metal pesado
mercurio (Hg), se obtuvo valores superiores al limite que se encuentra
establecido en los ECA-Agua D.S N°004-2017-MINAM para Categoria 1:
Poblacional y Recreacional, siendo de 0.002 mg/L como también para la
Categoria 4: Conservacion del medio acuatico, siendo de 0.001 mg/L,
encontrandose en un rango de 0.007 a 0.420 mg/L comparando con los datos
obtenidos en el informe de Evaluacién Ambiental elaborado por Garcia et al,
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2016, las concentraciones del mercurio (Hg) en el agua oscilaba entre
0.00009 a 0.00014 mg/L superando los ECA Agua para Categoria 4, al ver
este aumento significativo de la concentracion se pude determinar que
posiblemente se debe a la presencia de la actividad minera donde utilizan el
mercurio (Hg) como ingrediente de amalgamacién para extraer oro (Au) y
plata (Ag) del mineral triturado, cabe indicar que en la cabecera del rio Patara
estd ubicada la mina Cacachara (Proceso de cierre) se dedicaba a la
extraccion de zinc (Zn), plomo (Pb) y cobre (Cu) y la mina Santa Rosa
(Proceso de cierre) realizaba extraccion de plomo (Pb), cobre (Cu), zinc (Zn)
y oro (Au). El mercurio (Hg) presentes en los ecosistemas acuaticos puede
convertirse en monometilmercurio (MeHg), una especie altamente tdxica,
persistente y bioacumulable, siendo una amenaza para la salud humana vy la
vida silvestre (Radway et al., 2001, Pickhardt et al., 2002, He et al., 2008).

Para el arsénico (As) solo hubo dos puntos de muestreo (EPG-01 y
EPG-02) (Ver figura N°16) superaron la concentracion maxima que esta
permitido segun el ECA Agua para Categoria 1: Poblacional y Recreacional
(0.01 mg/L) como también para la Categoria 4: Conservacién del medio
acuatico (0.15 mg/L) teniendo un valor de 0.015 a 0.051 mg/L, recopilando la
evaluacién ejecutada por el Consorcio V-05, (2012) en los puntos de muestreo
que establecieron no se presenciaron valores para las muestras tomadas en
la superficie y a una profundidad media, sin embargo, en el informe de Garcia
et al., (2016), si se pudo determinar la concentracion en todos sus puntos de
muestreo teniendo un rango de 0.0005 a 0.041 mg/L. Flores, (2020) determiné
la concentracidon de arsénico (As) 0.005 mg/L, al ver que la concentracion se
mantiene en un rango + 10 mg/L se pude determinar que la concentracion del
metal se debe a la movilidad y liberacion del arsénico (As) en los sedimentos
y en el agua esta influenciada en gran medida por el comportamiento
geoquimico de los 6xidos de hierro y manganeso en los ambientes acuaticos
(Keimowitz et al., 2017, Kong et al., 2021, Cai et al., 2022) y depende de
multiples propiedades como el tamano del grano, los 6xidos metalicos, el pH
y la materia organica (Cai et al., 2022; Li et al., 2022), esto quiere decir que
cuando el suelo se inunda el pH disminuye y provoca la liberacion de arsénico
(As) de la superficie de las particulas del suelo (Ponting et al., 2021; Cai et al.,
2022).

En los muestreos realizados el afio 2012 los valores de manganeso
(Mn) oscilaban entre 0.756 hasta 1.265 mg/L, en nuestro estudio se obtuvo

concentraciones inferiores a lo establecido en el ECA Agua Categoria 1
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teniendo valores de 0.002 a 0.162 mg/L (Ver figura 16). Como indica Gillispie
et al, (2016) la presencia de este metal en los cuerpos de agua se da a través
de la meteorizacion de suelos ricos en Mn y lecho de roca (De Vitre y Davison,
1993) en el embalse Pasto Grande, la cabecera de cuenca actualmente sufre
el fendmeno de la meteorizacion por el cambio climatico, dichos metales son
transportados hasta el embalse a su vez Krueger et al, (2020), sefala que
durante los meses de la época de estiaje el aumento de temperatura da lugar
a un contraste de densidad entre las aguas superficiales y aguas profundas,
lo que provoca la estratificacién de la columna de agua, el cual da origen a la

acumulaciéon de Mn soluble.

Anteriormente, no se realizaron monitoreos en el agua del embalse
Pasto Grande para el metal niquel (Ni) pero en el presente estudio se realizé
el muestreo obteniendo valores bajos de 0.002 a 0.107 mg/L (Ver tabla 18).
Segun Ponton y Hare, (2009), el niquel (Ni) puede estar presente en los
cuerpos de aguas que se encuentran cerca a sitios mineros e industriales,
como se detallé anteriormente en la cabecera de los rios tributarios al embalse
Pasto Grande habia la presencia de dos minas que son la mina Cacachara
que se dedicaba a la extraccion de zinc (Zn), plomo (Pb) y cobre (Cu) y la
mina Santa Rosa realizaba extraccion de plomo (Pb), cobre (Cu), zinc (Zn) y
oro (Au), el cual probablemente este asociado a dicho metal encontrado en
este estudio. En otros estudios sobre niquel (Ni), segun Lappalainen et al,
(2007) detalla que las concentraciones extremadamente altas de niquel (Ni)
constituyen una amenaza para la biota acuatica y se han encontrado algunos
lagos que han perdido sus poblaciones de peces, esto nos podria dar una
explicacion a la desaparicion de los peces nativos y exéticos que habitaban

las aguas del embalse Pasto Grande.

En el muestreo ejecutado por el Consorcio V-5, 2012, los valores de
cobre (Cu) para el embalse Pasto Grande fue de 0.008 a 0.017 mg/L en época
de estiaje, sin embargo valores diferentes fueron obtenidos en el muestreo
realizado por Garcia et al, 2016, donde las concentraciones oscilaban entre
0.0087 a 0.0151 g/L, en la presente investigacion en los tres puntos de
muestreo (EPG-02, EPG-06 y EPG-09) ( Ver figura 19) superaron el limite que
estable el ECA-Agua Categoria 4 teniendo un valor de 0.002 a 0.352 mg/L, el
cual se presencia un aumento de la concentracién de cobre (Cu), otros
autores, como Sullivan et al., 2022; Leybourne y Cameron, 2008, indican que
el cobre esta presente de forma natural y biodisponible en suelos y aguas

superficiales a partir de procesos como la erosidon de rocas y suelos o la
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deposicion atmosférica como también debido a diversas actividades humanas
como procesos de mineria, fundicion de metales, etc. (Calero et al., 2018; Al-
Homaidan et al.,2014; Daehn et al., 2017; Kerfoot et al., 1999; Yin et al., 2015).

Igualmente, no se realizaron monitoreos en el agua del embalse Pasto
Grande para la deteccion del metal selenio (Se), en este estudio se obtuvo
valores en dos puntos de muestreo (EPG-06 y EPG-08) (Ver figura 19) el cual
si superaron lo establecido en el ECA Agua entre 0.017 a 0.048 mg/L. Como
indican Ormachea Munoz et al., 2013; Sarret et al., 2019; Tapia et al., 2019,
en los ecosistemas acuaticos de gran altitud (por encima de los 3500 m.s.n.m.
como los lagos, embalses, aguas subterraneas y superficiales, se encuentra
la presencia de selenio (Se) debido a la liberacion natural al medio ambiente
desde fuentes geogénicas que incluyen rocas volcanicas, emisiones
atmosféricas (gas y cenizas volcanicas) y fluidos geotérmicos que ascienden
desde reservorios geotérmicos profundos (Bundschuh et al., 2020). El selenio
(Se) al ser un oligoelemento esencial para los humanos y los microorganismos
que puede ser un antagonista potencial de la toxicidad del As y el Hg
dependiendo de su especiacion (Wang et al., 2004). Sin embargo, en
concentraciones elevadas, el selenio (Se) puede ser téxico representando un
problema ambiental en algunos ecosistemas acuaticos (Maier y Knight, 1994).

Para el plomo (Pb) en tres puntos de muestreo (EPG-03, EPG-05 y
EPG-06) superaron los valores del ECA-Agua para la Categoria 4 con valores
que oscilan de 0.001 a 0.049 mg/L, en el estudio realizado por Garcia et al,
2016, se observd que el muestreo realizado en la época de estiaje tuvo
valores inferiores de < 0.001 hasta 0.006 mg/L, el cual se nota un aumento
significativo de los valores encontrados en el presente estudio. Este es un
parametro que debe de ser monitoreado debido a que el Pb es toéxico,
persistentes, bioacumulables y plantea un alto riesgo para la salud humana y
el ecosistema incluso en concentraciones mas bajas, se han convertido en

contaminantes preocupantes a nivel mundial (Hasan et al., 2021).

Para la determinacion de zinc (Zn), los valores obtenidos en el
muestreo realizado por Garcia et al, 2016, presentd concentraciones de 0.268
a 0.387 mg/L, igualmente Flores, (2020), en su estudio encontrd un valor de
0.334 mg/L, muy diferente a los resultados obtenidos en nuestro muestreo
realizado en época de estiaje que oscilaba entre los valores de 0.009 a 0.297
mg/L los cuales superan el ECA-agua Categoria 4. Segun estudios de Loring,

1991; Nelson y Lamothe, 1993 la concentracion del metal zinc (Zn) en
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cuerpos de agua y sedimentos representan condiciones de enriquecimiento
natural o antropogénico, debido a que el contenido natural de los metales
puede variar dependiendo de la mineralogia, contenido de materia organica y
distribucion del tamafo del grano, para las plantas, algunos metales son
esenciales para su desarrollo, puesto que son componentes y/o catalizadores
para proteinas y enzimas (Mn?*, Fe*, Zn?*, Cu?*) (Pabon et al., 2020) pero las
concentraciones de zinc (Zn) pueden ser toxicas para peces, invertebrados y
otros organismos acuaticos, afectando su crecimiento, reproduccion vy

supervivencia.

Para el metal cadmio (Cd) en el informe presentado por el Consorcio
V-5, (2012) las aguas del embalse presentaban concentraciones de 0.001 a
0.002 mg/L, pero Garcia et al. (2016), indica que el agua del embalse Pasto
Grande tiene un valor de Cadmio de 0.0028 a 0.033 mg/L, en contraste a los
datos que se han obtenido en el presente estudio solo un punto de muestreo
(EPG-01) supero el valor permitido por el ECA-Agua Categoria 1y 4 con 0.133
mg/L, lo cual indica que existe actualmente aumento de dicho metal. Castrillo
et al. (2012), el cadmio (Cd) es un metal téxico que es liberado al ambiente
por dos fuentes naturales como la actividad volcanica, los incendios forestales
y el transporte por el viento de particulas del suelo (Filipi¢, 2012) y antrépicas
como la mineria, el uso de fertilizantes fosfatados, la fundicién de metales, la
quema de combustibles fésiles (Pernia et al. 2008). El cadmio (Cd) liberado
al ambiente tiende a acumularse en los suelos haciéndose disponible para las
plantas, entrando asi a la cadena alimenticia (Castrillo et al. 2012), en el
embalse Pasto Grande la presencia de cadmio (Cd) posiblemente proviene
de las actividades mineras y de fuentes naturales.

En el presente estudio las concentraciones de cromo (Cr) mostraron
que en dos puntos de muestreo (EPG-09 y EPG-10), los valores superaron el
limite que indica en el ECA-Agua Categoria 1 y 4, presentando un valor de
0.231y 0.736 mg/L (Ver tabla 18), sin embargo, en el monitoreo realizado por
el Consorcio V-05, (2012), las aguas del embalse Pasto Grande no
presentaban concentraciones de Cromo. En este estudio fue detectado por
primera vez la presencia del metal en altas concentraciones, el cual se sugiere
que posiblemente se puede deber a la escorrentia de sus rios tributarios
existiendo de forma natural minerales que poseen en su composicién cromo
(Cr) y a la vez dichos rios actualmente son acidos, el cual favorece a la
dilucion de la roca, siendo corroborado por los estudios de Florez et al. 2017,

la presencia de este metal como otros en el embalse puede deberse a la
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actividad antrépica y/o a procesos naturales, tales como la meteorizacion,
erosion de las rocas y los suelos por actividades silvopastoriles registradas en
las zonas aledafas a los embalses y los metales pesados a diferencia de los
contaminantes organicos, son persistentes en la naturaleza, por lo tanto,
tienden a acumularse en distintos nichos de los ecosistemas tal como lo

indican Madera-Parra et. al., 2014.

4.2.4. Indices de diversidad ecolégica

La informacion sobre la diversidad biologica de cualquier ecosistema
acuatico puede proporcionar una evaluacion integrada de una masa de agua
sensible a las variables fisicas o quimicas, por esta razon las cianobacterias
tienen la capacidad de crecer a grandes altitudes, porque muestran tolerancia
a la radiacion y poseen mecanismos de defensa contra los dafios causados
por los rayos UV (Mataloni et al. 2000; Leavitt et al. 2003), en el presente
trabajo de investigacion, utilizando métodos avanzados de biologia molecular
como la técnica de metagendmica se consiguié la extraccion de ADN
ambiental a partir de muestras de agua del embalse Pasto Grande, se pudo
determinar que el punto de muestreo EPG-04 presenté mayor diversidad a
nivel de especies de cianobacterias compuesto de 19 taxones (Ver tabla 14).

Utilizando técnicas convencionales de identificacion de fitoplancton
realizado por Flores, (2020), se puede observar, que ya no son adecuadas
para estudios limnoldgicos, el cual prevalece actualmente las técnicas
moleculares, en este estudio solo cinco grupos funcionales Crysophyta,
Euglenophyta, Chlorophyta, Bacillariophyta (diatomeas) y Cianobacterias,
donde la Bacillariphyta fueron determinados por dicho autor. Dentro del grupo
de las Cianobacterias, fueron identificadas Mycrocystis sp, Anabaena sp,
Nostoc sp, Plectonema sp, Lyngbya sp y Oscillatoria chabiles sp. Segun el
Consorcio V-5, (2012), fueron encontrados tres comunidades taxonémicas
siendo Diatomeas, Chlorophyceas y Cianobacterias. Dentro del grupo de las
cianobacterias fueron reportadas las especies Chroococcus sp., Anabaena
sp., Oscillatoria sp., Pseudanabaena sp. y Amphidinium sp. De igual forma en
el muestreo realizado por Garcia et al.,, 2016, realizdé estudios de la
composicion siendo identificados 29 especies representadas por 5 phylums
siendo Bacillariophyta con 17 especies, Chlorophyta con 07 especies,
Charophyta con 03 especies, Euglenophyta con 01 especie y Cianobacterias
con 01 especie no identificada. En el presente estudio, al haber utilizado las
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técnicas moleculares, fue posible determinar mayor nimero de taxones a
partir del analisis de ADN ambiental, diferente a los estudios de identificacion
convencionales realizado por Flores (2020); Garcia et al., (2016) y Consorcio
V-5, (2012). Segun Singh et al. (2014) indica que la presencia de
cianobacterias en los embalses que se encuentran en una altitud de 4883
m.s.n.m., donde la temperatura oscila entre 6 y 18 °C, pertenecen a la familia
de Pseudanabaenaceae y Nostocaceae en aguas dulces y en los
ecosistemas de aguas frias Chroococcales, Oscillatoriales y Nostocales
(Taton et al. 2003, 2006a, b; Jungblut et al. 2005).

Asi mismo, en nuestro estudio se determinoé el indice de diversidad de
Shannon (H’) para medir la riqueza y la equitatividad en la comunidad
bioldgica presente en el embalse exclusivamente de cianobacterias, es por
ello que de los siete puntos, el punto de muestreo EPG-06 (Ver Anexo N°03)
obtuvo el valor de 1.73, el cual, nos indica que posee una diversidad
moderada y que en la comunidad existe varias especies presentes, algunas
mas comunes que otras, por otra parte, en el estudio realizado por Flores,
(2020), para el indice de diversidad de Shannon (H’) presento6 valores altos
en dos puntos con 257 y 2.62, indicando que posee una diversidad
moderada, segun estos estudios, existe un divergencia entre los resultados
encontrados en el presente estudio comparado con el trabajo de Flores,

(2020), pues no indica la época de colecta de las muestras de fitoplancton.

En cuanto al indice de Simpson-D, en el punto de muestreo EPG-06 se
obtuvo el valor 0.20 (Ver Tabla 14), esto nos demuestra que presenta una
escala entre moderada a alta diversidad, debido a que existe una comunidad
con varias especies y unas suelen ser mas abundantes que otras y el trabajo
de Flores, (2020), obtuvo valores cercanos a 1.0, lo cual indicaria que tiene
una baja diversidad y alta dominancia de especies en el embalse de Pasto
Grande, dicho estudio fue realizado con todas las comunidades

fitoplanctonicas.
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V. Conclusiones

Existe relacién entre los grupos de las cianobacterias Cyanobacteriia sp.,
Chamaesiphon PCC-7430 sp., unclassified Cyanobacteriia, unclassified
Tychonema CCAP 1459-11B, unclassified Tychonema CCAP 1459-11B y
Pseudanabaena PCC-7429 sp. con la presencia de metales pesados
Arsénico (As), Cadmio (Cd), Plomo (Pb) y Cobre (Cu) realizados en este
estudio.

No existe relacion directa entre la concentracion de clorofila-A y la
presencia de taxones del grupo de cianobacterias toxicas identificadas

mediante la tecnologia de metagendmica.

Hay presencia de metales pesados en el embalse Pasto Grande segun los
Estandares de Calidad Ambiental (ECA-Agua) D.S N°004-2017-MINAM
mostré que varios metales, como mercurio (Hg), selenio (Se), cadmio (Cd)
y cromo (Cr), superaron las concentraciones permitidas para la Categoria
1y Categoria 4. También, el arsénico (As) y manganeso (Mn) presentaron
concentraciones elevadas, excediendo los valores establecidos en la
Categoria 4. De manera similar, el cobre (Cr), plomo (Pb) y zinc (Zn)
sobrepasaron los limites fijados para aguas destinadas al consumo
humano. El niquel (Ni), por otro lado, mantuvo niveles bajos, dentro de los

parametros permitidos para ambas categorias.
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VI. Recomendaciones

Se recomienda realizar nuevos estudios y métodos de biologia
molecular aplicados a técnicas de metagendmica (ADNmg) ambiental
utilizando muestras de agua y sedimentos.

Los resultados obtenidos con el muestreador de metales pesados
Metalyzer HM3000 demostro altas concentraciones de metales pesados en
unos puntos de muestreo, cabe indicar que los resultados obtenidos son
preliminares por lo cual se recomienda que se realice un analisis de metales
pesados en un laboratorio acreditado por INACAL.

Realizar trabajos de toxicologia para la determinacion de diversos tipos
de cianotoxinas presentes en el agua del embalse Pasto Grande para
comprobar si estan dentro del limite permitido por las normas internacionales.

Ejecutar monitoreos para la medicion de Fosfatos y Nitratos en el
embalse Pasto Grande y el rio Tocco debido de que actualmente existe una
actividad ganadera (alpaquera).

Se recomienda a la empresa prestadora de servicio de agua (EPS
Moquegua) incluir en sus monitoreos la determinacion de cianotoxinas en el
agua para consumo humano de Moquegua e llo.

Igualmente, las Autoridades del Proyecto especial Pasto Grande
(PERPG) deberian de realizar monitoreos trimestrales o estacionales (venida y
estiaje) para ver la variabilidad de los parametros fisico, quimicos y biolégicos
al largo del tiempo y poder implementar medidas de control ante cualquier
problema que pueda presentarse.

El Proyecto especial Pasto Grande (PERPG) debe de implementar
técnicas de descolmatacion del embalse debido a que cada afio va

disminuyendo su capacidad de almacenamiento.
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VIIL.

Anexos

Anexo 1 ECA-Agua Categoria 1: Poblacional y recreacional

Parametros Unidad de Al A2 A3
medida
Aguas que pueden  Aguas que puedenser  Aguas que pueden
ser potabilizadas potabilizadas con ser potabilizadas
con desinfeccion tratamiento con tratamiento
convencional avanzado
Fisicos- Quimicos
Aceites y Grasas mg/L 0,5 1,7 1,7
Cianuro Total mg/L 0,07 *ok *ok
Cianuro Libre mg/L *k 0,2 0,2
Cloruros mg/L 250 250 250
Color (b) Color verdadero 15 100 (a) **
Conductividad (uS/cm) 1500 1600 **
Demanda Bioquimica de mg/L 3 5 10
Oxigeno (DBO)
Dureza mg/L 500 *k *k
Demanda Quimica de Oxigeno mg/L 10 20 30
(DQO)

Fenoles mg/L 0,003 *k *k
Fluoruros mg/L 1,5 *ok *ok
Fésforo Total mg/L 0,1 0,15 0,15
Materiales Flotantes de Ausencia de Ausencia de material Ausencia de

Origen material flotante de flotante de material flotante
Antropogénico origen antrépico origen antrépico de origen antrépico
Nitratos (NO -) (c) mg/L 50 50 50
3
Nitritos (NO -) (d) mg/L 3 3 **
2
Amoniaco- N mg/L 1,5 1,5 **
Oxigeno Disuelto mg/L >6 >5 >4
(valor minimo)
Potencial de Hidrégeno (pH) Unidad de pH 6,5-8,5 55-9,0 55-9,0
Sélidos Disueltos Totales mg/L 1000 1000 1500
Sulfatos mg/L 250 500 *k
Temperatura °C A3 A3 *x
Turbiedad UNT 5 100 *x
INORGANICOS
Aluminio mg/L 0,9 5 5
Antimonio mg/L 0,02 0,02 *k
Arsénico mg/L 0,01 0,01 0,15
Bario mg/L 0,7 1 *ok
Berilio mg/L 0,012 0,04 0,1
Boro mg/L 2,4 2,4 2,4
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Parametros Unidad de Al A2 A3
medida
Aguas que pueden  Aguas que puedenser  Aguas que pueden
ser potabilizadas potabilizadas con ser potabilizadas
con desinfeccion tratamiento con tratamiento
convencional avanzado

Cadmio mg/L 0,003 0,005 0,01
Cobre mg/L 2 2 2

Cromo Total mg/L 0,05 0,05 0,05
Hierro mg/L 0,3 1 5
Manganeso mg/L 0,4 0,4 0,5

Mercurio mg/L 0,001 0,002 0,002
Molibdeno mg/L 0,07 *ok *k
Niquel mg/L 0,07 *ok *k

Plomo mg/L 0,01 0,05 0,05

Selenio mg/L 0,04 0,04 0,05

Uranio mg/L 0,02 0,02 0,02
Zinc mg/L 3 5 5

1. CIANOTOXINAS

Microcistina-LR mg/L 0.001 0.001 *ok

Nota. (MINAM, 2017)

Anexo 2 ECA-Agua Categoria 4: Conservacion del Medio Acuatico

Parametros Unidad de E1: Lagunas E2: Rios E3: Ecosistemas costeros y
medida y lagos marinos
Costay Selva Estuarios Marinos
sierra
FisICOs- QuiMICOS
Aceites y Grasas mg/L 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(MEH)
Cianuro Libre mg/L 0,0052 0,0052 0,0052 0,001 0,001
Color (b) Color 20 (a) 20 (a) 20 (a) b b
verdadero
Escala Pt/Co
Clorofila-A mg/L 0,008 b b b b
Conductividad (uS/cm) 1 000 1000 1000 b b
Demanda Bioquimica mg/L 5 10 10 15 10
de Oxigeno (DBO )5
Fenoles mg/L 2,56 2,56 2,56 5,8 5,8
Fésforo total mg/L 0,035 0,05 0,05 0,124 0,062
Nitratos (NO -) (c) mg/L 13 13 13 200 200
3

Amoniaco Total (NH ) mg/L 1) (1) 1) 2) 2)

3
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Parametros Unidad de E1: Lagunas E2: Rios E3: Ecosistemas costeros y
medida y lagos marinos
Costay Selva Estuarios Marinos
sierra
Nitrégeno Total mg/L 0,315 ** ** ** >
Oxigeno Disuelto mg/L 25 25 25 24 24
(valor minimo)
Potencial de Unidad de pH 6,5a9,0 6,5a9,0 6,5a9,0 6,8-8,5 6,8-8,5
Hidrégeno (pH)
Sdlidos Suspendidos mg/L <25 < 100 < 400 <100 <30
Totales
Sulfuros mg/L 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
Temperatura °C A3 A3 A3 A2 A2
INORGANICOS
Antimonio mg/L 0,64 0,64 0,64 * *
Arsénico mg/L 0,15 0,15 0,15 0,036 0,036
Bario mg/L 0,7 0,7 1 1 **
Cadmio Disuelto mg/L 0,00025 0,00025 0,00025 0,0088 0,0088
Cobre mg/L 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05
Cromo VI mg/L 0,011 0,011 0,011 0,05 0,05
Mercurio mg/L 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Niquel mg/L 0,052 0,052 0,052 0,0082 0,0082
Plomo mg/L 0,0025 0,0025 0,0025 0,0081 0,0081
Selenio mg/L 0,005 0,005 0,005 0,071 0,071
Talio mg/L 0,0008 0,0008 0,0008 * *
Zinc mg/L 0,12 0,12 0,12 0,081 0,081

Nota. (MINAM, 2017)
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Anexo 3 Plano de ubicacion de los puntos de muestreo en el embalse Pasto Grande

Puntos de muestreo del embalse Pasto Grande
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Anexo 4 Parametros fisico quimicos de los puntos de muestreo en el embalse Pasto Grande

Tabla 17

Parametros fisico-quimicos de los puntos de muestreo

Punto de DBO  Conductividad Turbiedad  Salinidad
Temperatura pH TDS (mg/L)
muestreo (mg/L) (uS/cm) (UNT) (ppt)
EPG-01 8.2 427  14.05 674.7 438.75 7.12 0.33
EPG-02 12.4 421 1287 1430 929.5 4.79 0.72
EPG-03 8.6 4.26 14.08 693 450.45 4.07 0.34
EPG-04 7.21 4.25 20.07 703.1 456.95 5.43 0.34
EPG-05 9.35 4.35 19.47 702 456.3 52.7 0.34
EPG-06 5.4 426  18.87 700.6 456.65 3.54 0.34
EPG-07 10 4.3 13.45 683.8 444.6 2.24 0.35
EPG-08 104 4.28 12.76 707 461.5 4.22 0.35
EPG-09 12.2 436  15.15 707 461.5 1.28 0.35
EPG-10 7.8 497  11.26 679.7 454.35 5.89 0.33
Figura 28

Promedio de temperatura del agua en el embalse Pasto Grande en época de estiaje

Temperatura en el embalse Pasto Grande

12.4 12.2

B Temperatura

Puntos de muestreo
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Figura 29

Valor de la Conductividad eléctrica de los puntos de muestreo en relacién a los ECA Categoria
1y Categoria 4
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Figura 30

Concentracién de pH en los puntos de muestreo en relacién a los ECA-agua Categoria 1 y
Categoria 4

Concentracion de iones de hidrégeno en el embalse Pasto Grande
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Figura 31

Concentracién de DBO en los puntos de muestreo en relacién a los ECA-Agua Categoria 1y
Categoria 4
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Figura 32

Concentracion de TDS en los puntos de muestreo en relaciéon a los ECA-Agua Categoria 1y
Categoria 4
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Tabla 18

Concentracién de metales pesados en aguas del embalse Pasto Grande

Puntode | Metalyzer Metalyzer Metalyzer Metalyzer Metalyzer Metalyzer Metalyzer Metalyzer Metalyzer Metalyzer
muestreo Hg As Mn Ni Cd Cu Se Pb Zn Cr
EPG-01 0.070 0.051 0.000 0.133 0.002 0.002 0.014
EPG-02 0.420 0.015 0.250 0.004
EPG-03 0.084 0.005 0.071 0.047 0.013
EPG-04 0.011 0.002 0.002 0.071 0.023 0.011
EPG-05 0.040 0.028 0.001 0.050 0.038 0.009
EPG-06 0.129 0.003 0.342 0.048 0.049 0.042
EPG-07 0.140 0.013 0.003 0.002 0.003
EPG-08 0.057 0.107 0.079 0.017
EPG-09 0.057 0.162 0.107 0.352 0.001 0.297 0.736
EPG-10 0.007 0.000 0.002 0.098 0.012 0.231
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Anexo 5 Cuantificacién de Clorofila-A en los puntos de muestreo en el embalse Pasto Grande

Tabla 19

Concentracion de Clorofila-A en los puntos de muestreo

Clorofila - A
Puntos Membrana Concentracién
filtro
Agua (mL) g/L
EPG-01 500 0.45 pm 0.113
EPG-02 500 0.45 pm 0.109
EPG-03 500 0.45 pym 0.092
EPG-04 500 0.45 pm 0.095
EPG-05 500 0.45 pym 0.096
EPG-06 500 0.45 pm 0.242
EPG-07 500 0.45 pm 0.148
EPG-08 500 0.45 pm 0.172
EPG-09 500 0.45 pm 0.084
EPG-10 500 0.45 pm 0.313

Figura 33

Concentracion de Clorofila-A en los puntos de muestreo del embalse Pasto Grande

Concentracion de Clorofila-A en el embalse Pasto Grande
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Anexo 6 Resultados de la Extraccion de ADN Metagenomico (ADNmg)

Tabla 20

Cuantificacién de ADN en 2uL de muestra

PUNTOS DE Nanodrop OneC
MUESTREO Acido QUBIT4
nucleico A260/A280 A260/A230 (ng/L)
(ng/uL)
EPG-01 165.640 2.155 1.596 435
EPG-02 65.855 2.002 0.931 15.7
EPG-03 21.959 1.921 0.310 5.8
EPG-04 145.035 1.723 0.844 19.8
EPG-05 6.979 2.095 0.081 =
EPG-06 21.808 1.639 0.287 10.4
EPG-07 10.406 2.077 0.127 -
EPG-08 12.243 2.253 0.350 2.57
EPG-09 31.946 1.945 0.662 16.6
EPG-10 23.744 1.875 0.393 5.68
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Anexo 7 Informe de analisis de secuenciacion taxondmica microbiana (Metabarcoding 16S)

0‘ BTS Consultores

Solucién e Innovacién Biotecnoldgica

INFORME DE ENSAYO N° 001-1651852405074GB

DATOS DEL CLIENTE

Solicitado por

Domicilio legal

UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA

CALLE ANCASH 1RA CUADRA S/N — MARISCAL
NIETO - MOQUEGUA - MOQUEGUA

DATOS DE LA MUESTRA

Producto declarado
Lugar de muestreo

Fecha de muestreo
Procedencia

Cantidad recibida

Presentacion, condicion de recepcion :

Identificacion y descripcion
Fecha de recepcion

Fecha de inicio de ensayo
Fecha de término de ensayo

Ensayo realizado en

Identificado con

Validez del documento

MUESTRAS DE ADN METAGENOMICO
EMBALSE PASTO GRANDE

2023

Muestra proporcionada por el solicitante

07 muestras x > 40 pl

Microtubos de 2ml, refrigerado con gel packs
Segun se indica

28 /06/2024

11/07 /2024

20/09/2024

Secuenciacion: Sangon Biotech Ltd. (China)
Analisis bioinformatico: BTS Consultores S.A.C. (Peru)
Metabarcoding 165

Este documento solo es valido para las muestras

descritas
DETALLES DE LAS MUESTRAS ENVIADAS
Codigo de Co:rduﬂadu Concentracion ng/pl
ongitud fcuantificado Volumen pl
Latitud Longitud mediante QUBIT)
EPG09 16°43'28 08°S 70°13'34.04"0 55 =40
EPG-04 16°44'30.64"S T0°11'53.79"0C 247 =40
EPG02 16°42'657 44"S T0*12'3.37°0 14 >40
EPG-05 16°45'5.68"S T70°10'52.56"0 269 =40
EPG-06 16°46'10.20"S T0*10'47 760 234 =40
EPG-01 16°41'11.63"S 70°13'52. 440 53 >40
EPG-08 16°46'35.38"S 70°1218.22°0 311 >50
Firmado por:
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Tabla 21

Taxones encontrados en el ADN metagendémico a través del secuenciador lllumina (16S)

oTu Phylum Class Order Family Genus Species
OTU6 |Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Phormidiaceae ZcBhonema CCAP 1459- Tychonema CCAP 1459-11B sp.
OTU73 |Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Phormidiaceae ZcBhonema CCAP 1459- Tychonema CCAP 1459-11B sp.
. .. unclassified unclassified unclassified e "
OTU56 |Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriia Cyanobacteriia Cyanobacteriia unclassified Cyanobacteriia
Ch iphon PCC-
OTU28 |Cyanobacteria Cyanobacteriia Leptolyngbyales Leptolyngbyaceae 74237085,’7 on Chamaesiphon PCC-7430 sp.
OTU39 |Cyanobacteria Cyanobacteriia Pseudanabaenales Pseudanabaenaceae gjle;;danabaena pcc Pseudanabaena PCC-7429 sp.
OTU32 |Cyanobacteria Cyanobacteriia norank Cyanobacteriia norank Cyanobacteriia norank Cyanobacteriia  Cyanobacteriia sp.
OTU604 | Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Nostocaceae Scytonema UTEX 2349  Scytonema UTEX 2349 sp.
Ch iphon PCC-
OTU1012 | Cyanobacteria Cyanobacteriia Leptolyngbyales Leptolyngbyaceae 74227085,’7 on Chamaesiphon PCC-7430 sp.
OTU991 | Cyanobacteria Cyanobacteriia Gloeobacterales Gloeobacteraceae Gloeobacter PCC-7421  unclassified Gloeobacter PCC-7421
OTU2513 | Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Phormidiaceae Tychonema CCAP 1459 unclassified Tychonema CCAP
11B 1459-11B
OTU454 | Cyanobacteria Cyanobacteriia Leptolyngbyales Leptolyngbyaceae Calothrix KVSF5 Calothrix KVSF5 sp.
OTU587 | Cyanobacteria Cyanobacteriia SepB-3 norank SepB-3 norank SepB-3 SepB-3 sp.
lassified lassified lassified
OTU706 |Cyanobacteria Cyanobacteriia unciassitie .. unciassitie . unclassifie . unclassified Cyanobacteriia
Cyanobacteriia Cyanobacteriia Cyanobacteriia
OTU833 | Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Nostocaceae unclassified unclassified Nostocaceae
Nostocaceae
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0TU2034

0OTU1378

OTU1547

0OTU1638

0OTU1650

0OTU1988

0TU1662

0TU1672

0OTU1686

0TU1720

OTU1731

0OTU1756

0OTU1766

0TU1802

0OTU1976

0TU2876

Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria

Cyanobacteria

Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia

Cyanobacteriia

unclassified
Cyanobacteriia

norank Cyanobacteriia

unclassified
Cyanobacteriia

Cyanobacteriales

unclassified
Cyanobacteriia

Cyanobacteriales
Pseudanabaenales

Cyanobacteriales

unclassified
Cyanobacteriia

Cyanobacteriales

unclassified
Cyanobacteriia

Leptolyngbyales

unclassified
Cyanobacteriia

Cyanobacteriales
Cyanobacteriales

Pseudanabaenales

unclassified
Cyanobacteriia

norank Cyanobacteriia

unclassified
Cyanobacteriia

Phormidiaceae

unclassified
Cyanobacteriia

Phormidiaceae
Pseudanabaenaceae

Phormidiaceae

unclassified
Cyanobacteriia

Microcystaceae

unclassified
Cyanobacteriia

Leptolyngbyaceae

unclassified
Cyanobacteriia
unclassified
Cyanobacteriales

Phormidiaceae

Pseudanabaenaceae
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unclassified
Cyanobacteriia

norank Cyanobacteriia

unclassified
Cyanobacteriia
Tychonema CCAP 1459-
11B

unclassified
Cyanobacteriia
Tychonema CCAP 1459-
11B

Pseudanabaena PCC-
7429

Tychonema CCAP 1459-
11B

unclassified
Cyanobacteriia

Snowella 0TU37504

unclassified
Cyanobacteriia
Chamaesiphon PCC-
7430

unclassified
Cyanobacteriia
unclassified
Cyanobacteriales
Tychonema CCAP 1459-
11B

norank
Pseudanabaenaceae

unclassified Cyanobacteriia
unclassified Cyanobacteriia

unclassified Cyanobacteriia

unclassified Tychonema CCAP
1459-11B

unclassified Cyanobacteriia

Tychonema bourrellyi CCAP 1459-
11B

unclassified Pseudanabaena PCC-
7429

Tychonema tenue CCAP 1459-11B
unclassified Cyanobacteriia
Snowella rosea 0TU37504

unclassified Cyanobacteriia

Chamaesiphon subglobosus PCC-
7430

unclassified Cyanobacteriia
unclassified Cyanobacteriales
Tychonema tenue CCAP 1459-11B

Pseudanabaenaceae sp.



0TU2108

0OTU1989

OTU562

OTU2205

0TU2484

0TU2527

0OTU2913

0OTU3074

Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria

Cyanobacteria

Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia
Cyanobacteriia

Cyanobacteriia

Cyanobacteriales
Cyanobacteriales
Pseudanabaenales

Leptolyngbyales

unclassified
Cyanobacteriia
unclassified
Cyanobacteriia

Cyanobacteriales

Cyanobacteriales

unclassified
Cyanobacteriales

Microcystaceae
Pseudanabaenaceae

Leptolyngbyaceae

unclassified
Cyanobacteriia
unclassified
Cyanobacteriia

Nostocaceae

Phormidiaceae
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unclassified
Cyanobacteriales
unclassified
Microcystaceae
Pseudanabaena PCC-
7429
Chamaesiphon PCC-
7430

unclassified
Cyanobacteriia
unclassified
Cyanobacteriia

Nostoc PCC-73102

Tychonema CCAP 1459-

11B

unclassified Cyanobacteriales

unclassified Microcystaceae

unclassified Pseudanabaena PCC-
7429

Chamaesiphon subglobosus PCC-
7430

unclassified Cyanobacteriia
unclassified Cyanobacteriia
unclassified Nostoc PCC-73102

Tychonema tenue CCAP 1459-11B



Tabla 22

Abundancia de especimenes en cada punto de muestreo

Especies EPG-01 EPG-02 EPG-04 EPG-05 EPG-06 EPG-08 EPG-09
Tychonema CCAP 1459-11B sp. 0 252 288 146 138 200 386
Tychonema CCAP 1459-11B sp. 1 100 3 69 50 77 110

unclassified Cyanobacteriia 81 19 204 65 188 100 35
Chamaesiphon PCC-7430 sp. 403 39 524 185 235 59 286
Pseudanabaena PCC-7429 sp. 0 32 499 8 307 34 14

Cyanobacteriia sp. 1016 15 149 210 96 60 337

Scytonema UTEX 2349 sp. 0 1 2 1 0 1 2
Chamaesiphon PCC-7430 sp. 0 1 0 0 0 0 0
unclassified (;fzeszacter PCC- 0 0 0 0 0 y 0
unclassified Tychonema CCAP

1459-11B 0 0 1 0 3 0 0

Calothrix KVSF5 sp. 0 1 0 1 0 0 1
SepB-3 sp. 0 0 0 0 0 1 1
unclassified Cyanobacteriia 0 0 0 0 0 0 3
unclassified Nostocaceae 0 0 0 3 0 0 0
unclassified Cyanobacteriia 0 0 0 2 0 0 0
unclassified Cyanobacteriia 0 0 0 0 0 0 2
unclassified Cyanobacteriia 0 0 0 0 0 0 2
unclassified Tychonema CCAP

1459-11B 0 0 4 0 1 0 0

unclassified Cyanobacteriia 0 0 2 0 0 0 0

Tychonema bourrellyi CCAP

1459-11B 0 2 0 0 0 0 2

unclassified Pseudanabaena

PCGC-7429 0 0 2 0 0 0 0
Tychonema tenue CCAP 1459- 0 0 2 0 0 0 0

11B

unclassified Cyanobacteriia 0 0 2 0 0 0 0

Snowella rosea 0TU37S04 0 0 2 0 0 0 0

unclassified Cyanobacteriia 0 0 2 0 0 0 0

Chamaesiphon subglobosus

PCC-7430 0 0 2 0 0 0 0

unclassified Cyanobacteriia 0 0 2 0 0 0 0
unclassified Cyanobacteriales 0 0 2 0 0 0 0
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Tychonema tenue CCAP 1459-
11B

Pseudanabaenaceae sp.
unclassified Cyanobacteriales

unclassified Microcystaceae

unclassified Pseudanabaena
PCC-7429

Chamaesiphon subglobosus
PCC-7430

unclassified Cyanobacteriia

unclassified Cyanobacteriia

unclassified Nostoc PCC-73102

Tychonema tenue CCAP 1459-
11B

o O o o o

o N O o N

93

o O o o o

o O w o o

~ O O O o

o O O o o



Tabla 23

Especies

Listado de Cianobacterias productoras de cianotoxinas

Toxinas

Tychonema CCAP 1459-11B sp.

Anatoxina-a (ATX)

Tychonema CCAP 1459-11B sp.

Anatoxina-a (ATX)

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

Chamaesiphon PCC-7430 sp.

Pseudanabaena PCC-7429 sp.

Microcystins-LR, Microcystins-A, cylindrospermopsins
(CYN), Anatoxin-a

Cyanobacteriia sp.

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

Scytonema UTEX 2349 sp.

Axitoxina (STX)

Chamaesiphon PCC-7430 sp.

unclassified Gloeobacter PCC-7421

unclassified Tychonema CCAP 1459-
11B

Anatoxina-a (ATX)

Calothrix KVSF5 sp.

B-Methylamino-l-alanine (BMAA)

SepB-3 sp.

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

unclassified Nostocaceae

Microcystin (MCs), nodularins (NOD), nodularins-R (NOD-
R), anatoxins (ATX), saxitoxins (SXT), B-Methylamino-I-
alanine (BMAA), Aeruginosin-865 (Aer-865),
anabaenopeptins (Aps), banyasides, cyanopeptolins
(CPs), Cyanovirin-N (CV-N), microviridins (MVs),
nostocyclopeptides (Ncps), nostopeptolids (Nos),
Nostosins (Ns), nostocyclamide, nostodione A (Nd A),
nostophycin, nostoweipeptins (W1-W7), nostoginins,
nostopeptins, insulapeptolides, nostocyclins, microginins,
muscaride A, Psp A-F; Geo Microcistina, saxitoxina

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

unclassified Tychonema CCAP 1459-
11B

Anatoxina-a (ATX)

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

Tychonema bourrellyi CCAP 1459-11B

Anatoxina-a (ATX)

unclassified Pseudanabaena PCC-
7429

Microcystins-LR, Microcystins-A, cylindrospermopsins
(CYN), Anatoxin-a

Tychonema tenue CCAP 1459-11B

Anatoxina-a (ATX)
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unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

Snowella rosea 0TU37S04

Microcystin (MCs)

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

Chamaesiphon subglobosus PCC-
7430

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

unclassified Cyanobacteriales

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

Tychonema tenue CCAP 1459-11B

Anatoxina-a (ATX)

Pseudanabaenaceae sp.

Microcystins-LR, Microcystins-A, cylindrospermopsins
(CYN), Anatoxin-a

unclassified Cyanobacteriales

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

unclassified Microcystaceae

Microcystin (MCs), Anatoxina-a (ATXs), B-Methylamino-
I-alanine (BMAA)

unclassified Pseudanabaena PCC-
7429

Microcystins-LR, Microcystins-A, cylindrospermopsins
(CYN), Anatoxin-a

Chamaesiphon subglobosus PCC-
7430

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

unclassified Cyanobacteriia

Microcystins, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a, Guanitoxin
(Anatoxina-a(S)), Nosularin, Lyngbyatoxin, saxitoxins,
Beta-Methylamino-L-alanine

unclassified Nostoc PCC-73102

Microcystin (MCs), nodularins (NOD), nodularins-R (NOD-
R), anatoxins (ATX), saxitoxins (SXT), B-Methylamino-I-
alanine (BMAA), Aeruginosin-865 (Aer-865),
anabaenopeptins (Aps), banyasides, cyanopeptolins
(CPs), Cyanovirin-N (CV-N), microviridins (MVs),
nostocyclopeptides (Ncps), nostopeptolids (Nos),
Nostosins (Ns), nostocyclamide, nostodione A (Nd A),
nostophycin, nostoweipeptins (W1-W7), nostoginins,
nostopeptins, insulapeptolides, nostocyclins, microginins,
muscaride A, Psp A-F; Geo Microcistina, saxitoxina

Tychonema tenue CCAP 1459-11B

Anatoxina-a (ATX)
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Figura 34

Abundancia relativa (%) de taxones por Clase en el embalse Pasto Grande en época de estiaje
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Nota: El eje horizontal representa el niumero de identificacion de cada muestra, y el eje
vertical representa la proporcion de abundancia relativa de las especies. Los colores
corresponden a los nombres de las especies en este nivel taxondmico, y el ancho
de los distintos bloques de color indica la proporcion de abundancia relativa de las

Alphaproteobacteria
Cyanobacteriia
Gammaproteobacteria
Actinobacteria
Acidimicrobiia
norank_WPS-2
Planctomycetes
Acidobacteriae
Bacteroidia
Verrucomicrobiae
Desulffomonifia
Fimbriimonadia
Clostridia
Parcubacteria

Other

diferentes especies. (Se toma como ejemplo el nivel de filo phylum).
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Figura 35

Perfil del mapa de calor de las clases representativas encontradas en el embalse Pasto Grande
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Nota: Mapa de calor de la estructura de la comunidad basado en la region hipervariable V3-V4
del gen ARNr 16S. Las muestras en las que se secuenciaron genes amplificados con
cebadores HEP ( mcyE / ndaF ) estan marcadas en rojo. La intensidad del color azul
representa la contribucion de las variantes de secuencia de amplicones en las muestras,
y el azul oscuro muestra la contribucion mas alta.
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Anexo 9 Metodologia aplicada para el analisis de metales pesados Metalyzer

Tra L %j HM3000

APPLICATION NOTE T20-AN-303

ARSENIC (11l + V) METHOD

The following application note explains the procedure for the detection of Arsenic (Ill) and Total
Arsenic using the HM3000 Metalyser®. Total Arsenic can be measured by the addition of
hydrochloric acid which is not supplied as standard.

PLEASE READ THIS APPLICATION NOTE CAREFULLY. TRACE20® HAS ALTERED THE NAMES OF SOME
REAGENTS FOR SIMPLICITY AND SO THE PROCEDURE MAY BE DIFFERENT FROM THAT FOLLOWED
PREVIOUSLY.

Equipment:
= HM3000 Kit
e HMS3 Buffer (Previously M3 Buffer sachets)
® AS50 As standard (Previously M3 Standard (5ppm))
s AUS00 Au Plating Solution (Previously M2&3 Conditioning Solution)
® AS1 buffer (Only required for total As — Supplied separately)
® AS2 preparation solution (Only required for total As — Supplied separately)

Electrode conditioning:

* Polish WE2 Electrode to a mirror finish and check using a magnifier that no scratches or
scuffs are present.

* Half-fill the sample analysis beaker (SAB) with AU500 Au Plating Solution and fit to the
Sonde.

® Select ‘M2&3 Conditioning’ from the ‘Measurements available menu’ then click ‘Condition
Electrode’ on the Analysis panel.

» The M2&3 conditioning step will take approximately 5 minutes.

® Once completed, return the AU500 Au Plating Solution to the AUS00 Au Plating Solution
bottle and rinse the Sonde and SAB with the Electrode Rinse Solution and/or deionised
water,

Analysis procedure for Arsenic (ll)
Sample preparation:

® Add one sachet of HM3 Buffer to the SAB.

® Add 70ml of sample water to the SAB, either by adding a measured volume or by fitting the

SAB to the Sonde and submerging in the water source until the bubbles stop.

There are three methods for carrying out the analysis. The single-point standard addition is the
fastest option, using two data points to calculate concentration. This is also less accurate. The multi-
point standard addition uses four data points to calculate concentration, and allows repeat scans for
stabilisation purposes. This method takes longer and uses more chemicals. The calibration option is

Trace2o® Ltd Rev3.0

98



designed for rapid analysis of several samples with a similar matrix (i.e. several samples from
different points along the same river bank).
Analysis (single-point standard addition method)
e Fitthe SAB to the Sonde (If not using submersion method).
e Select “As{lll)’ from the ‘Measurements Available’ drop down menu, then click ‘Condition
Electrode’ from the analysis panel and wait approximately two minutes for it to complete.
® Click ‘Standard Addition’ in the analysis panel, Wait approximately two minutes until
prompted to add 20ppb of the standard. When prompted use the pipette to add 280ul of
the AS50 As standard into the SAB and click ‘OK’. The analysis will continue to run for
approximately two further minutes after which the results will be displayed.

Result (single-point standard addition method)
® The result(s) are shown in the Analysis window until 'Ok’ is clicked. Following this the results
are displayed as a graph on the graph tab and the ppb results will be automatically entered
into the results log. There will two graphs displayed, the first is the scan of the original
sample concentration and the second is after the standard addition. If As (1) has been
detected the peak will be identified as As (Ill) and will be marked up as such. The original
sample concentration will be reported in ppb.

Analysis (multi-point standard addition method)

o Fit the SAB to the Sonde (If not using submersion method).

= Select ‘As (I}’ from the ‘Measurements Available’ drop down menu, then click ‘Condition
Electrode’ from the analysis panel and wait approximately two minutes for it to complete,

= On the Control panel, ensure that Deposition Time Is set to 60 seconds. Ensure that
‘Background subtraction’ is checked.

e Run the stirrer as required to dissolve the buffer into the sample water.

e Click ‘Start Analysis’ and wait for approximately 2 minutes for the graph to be displayed.
Repeat until stable. Note that the reading displayed in ppb should be ignored for this
method.

e  Using the micropipettes, perform a standard addition from the AS50 As standard bottle. Use
an appropriate addition volume for the sample volume and desired concentration. For
better accuracy, a standard addition should be as close as possible to the expected sample
concentration. For example, if 10ppb As is expected in the sample, the standard addition
should add a further 10ppb.

® Reminder - to calculate addition volume, use the following formula:

Standard addition vol. {mL) =  Sample vol. (mL) x Addition conc. (ppb)

Standard conc. (ppb)
For example, with a sample volume of 70mL, standard concentration of S5ppm (or 5000ppb)
and a desired addition concentration of 10ppb, the standard addition volume would be:
_70 x10=0.14mL = 140uL
5000

¢ Click ‘Start Analysis’ and wait for approximately 2 minutes for the graph to be displayed.
Repeat if required.

® Repeat the standard addition/Start Analysis procedure a further two times,
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Result (multi-point standard addition method)

s To calculate the peak height, first position the stylus over the data-point you wish to use as
the right hand side of the peak, then tap-and-hold the stylus and click ‘calculate peak’. If a
valid point is not found this function will be greyed out.

e Move the stylus to the left hand side of the peak and tap once. The baseline will be drawn in
and the peak height shown, reported as a current (pA).

e To calculate the concentration, input the peak heights into the spreadsheet tab,
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The table has four possible entries for the s'émbl-é_cbncentration. The first entr-y would normally be
zero, as this is the unknown concentration of the sample that is trying to be established. The
second, third, and fourth entries would be the sample concentration after each standard addition. In
the above example three standard additions are performed each of 20ppb. The peak heights are
caleulated for each of the additions and entered in the table. To achieve greater accuracy, repeat
analysis can be run after each addition to give an average over three readings although it is not
necessary to fill the table. When all the data is entered, click Calculate. The mean peak heights will
be calculated and a graph of concentration vs peak height plotted. A line of best fit will be drawn
through the data and the y-intercept shown, which corresponds to the unknown sample
concentration for the metal of interest. The value is shown as a negative because this indicates the
amount which needs to be added to each of the data points to make the line of best fit go through
the origin which in this case is 19.96ppb.

Analysis (Calibration Method)
e Fit the SAB to the Sonde.
e Select ‘As (IIl)’ from the ‘Measurements Available’ drop down menu, then click ‘Condition
Electrode’ from the analysis panel and wait approximately two minutes for it to complete,
e Click ‘Calibration’ in the analysis panel. Wait approximately two minutes until prompted to
add 20ppb of the standard. When prompted use the pipette to add 280uL of the standard
into the SAB and click ‘OK’. The analysis will continue to run for approximately two further
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minutes until prompted to add another 20ppb of standard. Repeat the addition process and
click ‘ok’. The analysis will run for another two minutes before completing the calibration.

o Once the calibration has been completed several consecutive analyses can be carried out.

e Click ‘Analyse Sample’ on the analysis panel and wait approximately two minutes for the
analysis to complete.

Result (calibration method)
e The result(s) are shown in the Analysis window until ‘Ok’ is clicked. Following this the
result(s) are displayed as a graph on the graph tab. If As (lIl) is present a peak will be seen in
the graph which will be marked up as As and the calculated sample concentration displayed.

Graph
e Arsenic appears as a broad peak centred around 0.05 and 0.1V. Peak will appear to the left
and right of the arsenic, as shown — this is as a consequence of unavoidable contaminants in
the buffer. These contaminants do not affect the result in any way.

Tracep
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LOD
e The Lower LOD is 10ppb, upper LOD is 500pph.
e Toincrease the range the sample can be diluted using Ultra-pure de-ionised water. Other
water types could introduce contamination.

Analysis method for Total Arsenic

Sample preparation:
o Add 70ml of sample water to the SAB. Either by adding a measured volume or by ﬂt‘tring the
SAB to the Sonde and submersing in the water source until the bubbles stop.
= Add 2.15g of AS1 buffer and 280ul of AS2 preparation solution to the SAB. The AS1
functions as the buffer, and AS2 as an oxidising agent in coordination with the Metalyser®.
There is no need for an HM3 Buffer sachet.
Analysis Method:
= Follow the procedure for Arsenic (I1l), but select As (Il1+V) from the ‘measurements’ drop

down menu in place of Arsenic(lll).

Results :
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Tracep

APPLICATION NOTE T20-AN-308

NICKEL (M8) METHOD

The following application note explains the procedure for the detection of Nickel (M8) using the
HM3000 Metalyser.

Equipment:

*  HM3000 Kit

e WE3 Electrode

= NiSample Beaker

s« HM7 Buffer Solution

e HMB Buffer Solution

e NI45 Standard (4.5ppm)

Getting started:

e Ensure that the latest Metalyser Firmware and method files are installed on the instrument,
and that the latest Metaware software is installed on the tablet PC. Detailed instructions for
establishing a connection, loading drivers and installing software are provided in the Trace2Zo
HM3000 Field Pro Instruction Manual.

Electrode preparation:

s Using the polishing equipment, polish the WE3 electrode to a mirror finish and perform a
visual check to ensure that no scratches or scuffs are present.

e Connect the electrode to the "WE3' port on the sonde. Remove the WE1 and WE2
electrodes.

Sample preparation:

e Using the supplied syringe, add 7mL of HM7 Buffer solution to the Ni Sample Beaker.

¢ Add 63mL of sample water, either by using a measured volume or by filling the sample
beaker to the bottom of the void on the side of the sample beaker.

e Using the pipette, add 280uL of HM8 Buffer solution to the beaker.

e Attach the sample beaker to the sonde.
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Analysis:

® Onthe Metaware software, select ‘Ni’ from the ‘Measurements available’ menu.

» Ensure that ‘Background subtraction’ is unchecked on the ‘Control’ panel.

* Select ‘Standard Addition’. Wait approximately two minutes until prompted to add 20ppb of
the standard. When prompted use the pipette to add 280uL of the NI45 standard into the
SAB and click ‘OK’. The analysis will continue to run for approximately two further minutes,
after which two graphs will be displayed in the Metaware window,

Results:

® The graphical data will be displayed. Ni appears as a distinct trough in the centre of the
graph. The second graph will show a noticeably deeper trough. These are called the ‘peaks’,

Tracey

® Todetermine the original sample concentration, the peak heights must be determined.

e Examine the first graph and identify the ‘baseline’. This is an imaginary line drawn from the
highest point on one side of the trough, to the highest point on the other side of the trough.

* Right-click on one of the points where the imaginary ‘baseline’ intersects with the graph.
Select ‘Calculate Peak’, and drag the mouse to the other point where the baseline intersects
with the graph, and left-click once.
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The baseline should now be drawn on the graph, and the peak height should be displayed.

Repeat the peak height determination process with the second graph.

Using the Spreadsheet tab as described in the HM3000 Instruction Manual, enter the peak
heights (without +/- sign) where directed.

Enter the addition concentration in ppb (the first line should read 0, as this was the original
sample).

The Spreadsheet tab will now display the original sample concentration in ppb.

N.B. This instruction provides for a simplified analysis. For further instructions on how to
perform a multi-point standard addition, please refer to the HM3000 Instruction Manual.

The ‘Open Files’ panel in Metaware will display the date, time and sample water
temperature. There is the option to input sample information. Right-click on the individual
lines in the ‘Open Files’ panel and select ‘Update Comments’ to add information to the file.
To save the data, select the individual line in the ‘Open Files’ panel, then click on the “File’
menu and select ‘Save Data File’. Navigate to the chosen location and click ‘save’.

The data file will be saved in CSV (comma separated value) format and can be loaded back
into Metaware by selecting ‘File’, then ‘Open Data File’.

LOD:

e The Lower LOD is 20ppb; upper LOD is 500ppb.

e Toincrease the range beyond the upper limit, the sample can be diluted using Ultra-pure de-
ionised water. Other water types could introduce contamination.

MNotes:

» Itis vital to ensure that the correct version of the instrument Firmware is installed. The
latest version of the firmware, and the firmware updater software, can be acquired from
Trace2o. Follow the on-screen instructions to upgrade the firmware.

e It is vital to ensure that the correct version of the Metaware is installed on the tablet PC. The
latest version of the Metaware can be acquired from Trace2o.
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(1 Traducivo del inglés al espafiol - www.onlinedoctransiator com

Tracep

NOTA DE APLICACION T20-AN-305
METODO ZINC

La siguiente nota de aplicacion explica el procedimiento para la deteccion de Zinc usando el HM3000
Metalyser®.

POR FAVOR LEA ESTA NOTA DE APLICACION CUIDADOSAMENTE. TRACEZ0® HA ALTERADO LOS NOMBRES DE ALGUNOS
REACTIVOS POR SIMPLICIDAD, POR LO QUE EL PROCEDIMIENTO PUEDE SER DIFERENTE AL SEGUIDO ANTERIORMENTE.

Equipo:
= Equipo HM300D
- Tampén HM1{Anteriormente M1y 4 (a + b sobres de tampdn)
- ZNS0 Zn estandar{Anteriormente estandar M5 (5 ppm))

- Solucién de recubrimiento HG500 HglAnteriormente solucidn acondicionadera M1,4.5)

acondicionamiento de electrodos;
- pula el electrodo WET hasta obtener un acabado de espejo y verifique con una lupa que no presente rayones
ni rozaduras.

- Lene hasta la mitad el vaso de anélisis de (SAR) i6n de recubrimi HG500 Hgy ajuste a la

sonda.

- Seleccione ‘Acondicionamiento M1,4,5' en el 'Men( de mediciones dispanibles' y luego haga clic en ‘Electrodo
de condicion' en el panel Andlisis.

- El paso de acondicionamiento M1,4,5 tomara aproximadamente 5 minutas.

- Unavez completado, devuelva eiSolucién de recubrimiento HG500 HghaciaSolucién de recubrimiento
HG500 Hg y enjuague la sonda y el SAB con la solucidn de enjuague de electrodos y/o agua desionizada.

Preparacion de la muestra:
- Agregardos sobres de HM1 Buffera la 5AB.
- Agregue 70 ml de agua de muestra al SAB, ya sea agregando un volumen medido o ajustando el SAB a
la sonda y sumergiéndolo en |a fuente de agua hasta que dejen de burbujear.

Existen tres métodos para llevar a cabo el andlisis. La adicién estandar de un solo punto es la opcion mas rapida, ya que
utiliza dos puntos de datos para calcular la concentracian. Esto también es menos preciso. La adicion estandar
multipunte utiliza cuatro puntes de datos para calcular la concentracién y permite repetir los escaneos con fines de
estabilizacion, Este mélodo lleva mas tiempo y utiliza mas productos quimicos. La opcidn de calibracion esta disefiada
para el analisis rapido de varias muestras con una matriz similar (es decir, varias muestras de diferentes puntos a lo

largo de la misma orilla del rio).
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Anélisis (método de adicid de punta tinico)

- Ajuste el SAB a la sonda (si no usa el método de inmersion).

- Seleccione 'Zn' en el mend desplegable "Medid ponibles’, luego haga clic en 'Condicién de electrodo’

en el panel de analisis y espere aproximadamente dos minulos hasta que se complete, Haga clic en

‘Adicién estandar’ en el panel de andlisis. Espere aproximadamente dos minutos hasta que se le solicite
agregar 20 ppb del estandar. Cuando se le indique, use la pipeta para agregar 280 pL delZN5S0 Zn estandar
en el SAB y haga clic en ‘Aceptar’. El analisis continuara ejecutandose durante aproximadamente dos
minutos mds, después de lo cual se mostraran los resultados.

Itado (método de adicién estindar de punto Gnica)

- Los resultados se muestran en la ventana de analisis hasta que se hace clic en ‘Aceptar'. Después de eslo, los
resultados se muestran como un grafico en la pesiafia de graficos y los resultados de ppb se ingresaran
automaticamente en el registro de resultados, Se mostraran dos graficos, el primero es el escaneo dela
concentracion de la muestra original y el segundo es después de la adicidn del estandar. Si se ha detectado
Zn, &l pico se identificara como Zn y se marcard como tal. La concentracion de la muestra original se
informara en ppb.

Anélisis (método de adicién estandar multipunto)

(]

Ajuste el SAB a la sonda (si no usa el método de inmersion).

- Seleccione 'Zn' en el meni desplegabl ponibles’, luego haga clic en 'Condicién de electrodo’ en el

panel de andlisis y espere ap famente dos mi hasta que se complete. En el panel de control,
- aseglrese de que el tiempao de depésito esté configurado en 90 sequndos. Aseglrese de que la opcion
"Sustraccion de fondo’ esté marcada.

- Haga clic en 'Iniciar analisis' y espere ap ! 2 mi para que se muestre el grafico. Repita hasta

que se sstabilice. Tenga en cuenta que la lectura que se muestra en ppb debe ignorarse para este método.

Usando las micropipetas, realice una adicion estandar de laZNS0 Zn estandarbotella. Use un volumen
de adicion apropiado para el volumen de muestra y la concentracion deseada. Para una mayor
precisién, la adicion de un estandar debe estar lo mas cerca posible dela concentracion esperada de la
muestra. Por ejemplo, si se esperan 10 pph de Zn en la muestra, la adicion estandar debe agregar 10
ppb mas.
- Recordatorio: para calcular el volumen de adicién, utilice fa siguiente férmula: Volumen de
adician estandar. {mL) = Vol. de muestra. (mL) x Adicion conc (ppb)
concentracidn estindar (ppb)
Por ejemplo, con un volumen de muestra de 70 ml, una concentracion estandar de 5 ppm (o 5000 ppb)
y una concentracion de adician deseada de 10 ppb, el volumen de adicidn estandar seria:
70x10=0,14 mi = 140 pl
5000
- Haga clic en ‘Iniclar andlisis' y espere aproximadamente 2 minutos para que se mueastre el grafico. Repita
si es necesario.
Repita el procedimiento de adicién estandar/Analisis de inicio dos veces mas.
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Resultado [método de adicion estand, It

- Ppara calcular fa aktura del pico, primero coloque el Kipiz éptico sobre el punto de datos que desea usar como el lado
derecho del pico, luego toque y mantenga presionado el lpiz éptico y haga clic en ‘calcular pice’. 5i no se encuentra
un punto valide, esta funcitn aparecera atenuada.

- Mueva el lapiz optico hacia el lado izquierdo del pico y toque una vez. Se dibujara la linea de base y se
mostrara la aitura del pico, informada come corriente (UA).

- Para calcular la concentracion, ingrese las alturas de los picos en la pestafia de la hoja de calculo.
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La tabla tiene cuatro entradas posibles para la concentracién de la muestra. La primera entrada normalmente seria
cero, ya que esta es la concentracion desconacida de la muestra que se intenta establecer. Las entradas segunda,
tercera y cuarta serian la concentracion de la muestra después de cada adicion estandar. En el ejemplo anterior, se
realizan tres adiciones estandar de 20 ppb cada una. Las alturas de los picos se calculan para cada una de las adiciones
y se introducen en la tabla. Para lograr una mayor precision, se puede repetir el andlisis después de cada adicién para
obtener un promedio de tres lecturas, aungue no es necesario llenar Ja tabla, Cuando haya ingresado todos los datos,
haga clic enCalcular. Se calculardn las alturas medias de los picos y se trazara un grifico de concentracion frente a la
altura de los picos. Se dibujard una linea de mejor ajuste a través de los datos y se mostrara |a interseccidn y, que
corresponde a la concentracion de muestra desconocida para el metal de interés. El valor se muestra como negativa
porque indica la cantidad que debe agregarse a cada uno de los puntos de datos para que la linea de mejor ajuste pase
por el origen, que en este caso es 19,96 ppb.

Andlisis (métado de calibracion)

- Ajuste el SAB a |a sonda.
Saleccione ‘'Zn' en el ment desplegable "Medidas dispanibles', luego haga clic en ‘Condicidn de electroda’ en

el panel de andlisis y espere aproximadamente dos minutos hasta que se complete. Haga dic en

- Calibracién’ en el panel de andlisis. Espere aproximadamente dos minutos hasta gue se le solicite agregar
20 ppb del estandar, Cuando se le solicite, use |a pipeta para agregar 280 pL del estandar en el SAE y haga
clic en ‘Aceptar’, El andlisis sequira ejecutdndose durante aproximadamente dos dias mas.
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minutos hasta que se le solicite agregar otros 20 ppb de estandar. Repita el proceso de adicion y haga
dlic en 'ok’. £l analisis se ejecutars durante otras dos minutos antes de completar la calibracion. Una

- vezfinalizada la calibracién se pueden realizar varios andlisis consecutivos. Haga clic en “Analizar

- muestra” en el panel de analisis y espere aproximadamente dos minutos para que se complete el

analisis,

Itad de calibracign)

- Los resultados se muestran en la ventana de andlisis hasta que se hace clic en 'Aceptar’. Después de esto, los
resultados se muestran como un grafico en la pestana de graficos. Si hay Zn presente, se vera un pico en el
griifico que se marcard coma Zn y se mostrard la concentracion de muestra calculada.

Grafico

-El zinc aparece como un pico ancho alrededor de -1.05V.

Tracey

LOD

= EILOD inferior es de 1 ppb, el LOD superior es de 500 ppb.
- Para aumentar el rango, la muestra se puede diluir con agua desionizada ultrapura. Otros tipos de
agua podrian introducir contaminacion.

Interferencias

- Los altos niveles de cobre en la muestra de agua pueden afectar la calidad del andlisis. Hay soluciones
- disponibles para cambatir las interferencias en la muestra. Estos pueden ser especificos para tipos o
condiciones de agua particulares, Para obtener mas infarmacion, comuniquese con el departamento de

soporte técnico de Trace2o®:técnico@irace?o.com
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NOTA DE APLICACION T20-AN-306

METODO DEL MANGANESD

La siquiente nota de aplicacion explica el procedimiento para la deteccidn de manganeso utilizando el
HM3000 Melalyser®,

POR FAVOR LEA ESTA NOTA DE APLICACION CUIDADOSAMENTE. TRACE20® HA ALTERADO LOS NOMBRES DE ALGUNOS
REACTIVOS POR SIMPLICIDAD, POR LO QUE EL PROCEDIMIENTO PUEDE SER DIFERENTE AL SEGUIDO ANTERIORMENTE.

Equipo:
= Equipo HM3000
= Tampén HM4({Anteriormente M6 Bulfer A solution) Tampén
- HMS5{Anteri MG Buffer B solution) MN40 Mn estandar(

- Anteriormente estandar M6 (4 ppm)
= Solucidn de recubrimicnto de Hg grueso HG100(Anteriormente solucién acandic onadora ME)

acondiclonamients de electrodos:
= Pulael electrodo WE1 hasta obtener un acabado de espejo y verifique con una lupa que no presente rayones
ni rozaduras,
= Llene hasta la mitad el vase de analisis de muestras (S4B} conSolucién de recubrimiento de Hg gruese HG100y ajuste a la
sonda.
= Seleccione ‘Acondicionamiento MG’ en el ‘Ment de mediciones dispanibles’ y luego haga dic en
‘Electrodo de condicidn’ en el panel Andlisis.

= H paso de acondicior M6 tomard aproximad 10 minutos.

= Unavez completado, devuelva elSolucién de recubrimiento de Hg grueso HG100haciaSolucién de recubrimi
de Hg grueso HG100y enjuague 1a sonda y el SAE con la solucion de enjuague de electrotdos wo agua desionizada.

Freparacién de la muestra:
= Usando una jeringa de pldstico, agreque4 mi de tampon HM4a la SAB,
= Agregue 56 mi de agua de muestra al SAB
= Usando la pipeta, agregue280 pl de tampon HMSa la SAB.

Existen tres métodos para llevar a cabo el andlisis. La adicidn estdndar de un solo punto es la opcién mas raplda, ya que
utiliza dos puntos de datos para calcular I3 concentracion. Esto también es menos preciso. La adicion estandar
multipunto utiliza cuatro puntos de dalos para calcular la concentracion y permite repetir los escaneos con fines de
estabilizacion, Este método lleva mis tiempo y utiliza més productos guimicos. La opcién de calibracion esta disefiada
para el analisis rapido de varias muestras con una matriz similar fes decir, varias muestras de diferentes puntos a lo

largo de la misma orilla del rio).
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Andlisis (método de adicidn estandar de punto dnico)

- Ajuste el SAB a la sonda.

- Seleccione 'Mn' en el ment desplegable "Medidas disponibles’, luego haga clic en 'Condicion de electrode’

en el panel de andlisis y espere aproximadamente dos minutos para gue se complete. Haga dlic en 'Adicion

- estandar’ en el panel de andlisis. Espere apr dos mi hasta que se le solicite agregar 20
ppb del estindar. Cuando se le indique, use la pipeta para agregar 280 pL delMN40 Mn estandaren ol SAB
y haga clic en ‘Aceptar’. El analisis continuara ejecutdndose durante aproximadamente dos minutos mas,
Iuego se mostraran los resultados.

Itad: étodo de adicié dndar de punto Gnico)

- Los resultados se muestran en la ventana de andlisis hasta que se hace clic en ‘Aceptar’. Después de esto, los
resultados se muestran como un grifico en la pestaia de graficos y los resultades de ppb se ingresardn
automaticarmente en ef registro de resultados. Se mostraran dos graficos, el primero es el escanea de la
concentracion de la muestra original y el segundo es después de la adicién del estandar. Si se ha detectado
Mn, &l pico identificado como Mn se marcara como tal y la concentracidn de la muestra original se informara
en pph.

Andlisis (método de adicién estdndar multipunto)
- Ajuste el SAB a la sonda (si no usa el método de inmersidn).

- seleccione ‘Mn' en el meni desplegable "Medidas disponibles’, luego haga clic en ‘Candicidn de electrodo’ en el

nel de analisis y espere aproxi dos mi ra que se ¢ lete. En el panel de control, a rese
pa para q i pa

- deque el tiempo de depdsito esté configurado en 60 sequndos. Asequrese de que la opcidn ‘Sustraccidn de fondo’
esté marcada.

= Haga funconar el agitador segun sea necesario para disolver el tampan en la muestra de agua.

- Haga clic en ‘Iniciar andlisis' y espere aproximadamente 1 minuto para que se muestre el grafico. Repita hasta

que se estabilice. Tenga en cuenta que la lectura que se muestra en ppb debe ignorarse para este método.

- Usando las micropipetas, realice una adicion estdndar de laMN40 Mn estandarbotella. Use un
volumen de adicién apropiado para el volumen de muestra y la concentracion deseada. Para una
mayor precision, la adicion de un estandar debe estar lo mas cerca positle de la concentracion
esperada de la muestra. Por ejemplo, si se esperan 10 ppb de Mn en la muestra, la adicion estandar
deberia agregar 10 ppb adicionales.

- Recordatorio: para calcular el volumen de adicién, utilice la siguiente férmula: Volumen de

adicion estandar. (mL) = Vol, de muestra. (mL) x Adicion conc. (ppb)

“concentracin estindar (ppb)
Por ejemplo, con un volumen de muestra de 56 mil, una concentracion estandar de 4 ppm (o 4000 ppb)
y una concentracion de adicion deseada de 10 ppb, el volumen de adicién estandar seria:
56x10=0,14ml =140yl
4000

Haga clic en 'Iniciar analisis' y espere aproximadamente 2 minutos para que se muestre el grafico. Repita

si £s necesario.

- Repita el procedimiento de adicién estandar/Andlisis de inicio dos veces mas.
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dhois stodo de adicié iy Lo

- para calcular la altura del pica, primero coloque el lpiz dptico sobre el punto de datos que desea usar como el lado
derecho del pico, luego toque y mantenga presionado el lapiz éptico y haga dic en ‘calcular pico’. Si no se encuentra
un punto vilido, esta funcion aparecera atenuada,

- Mueva el lapiz 6ptico hacia el lado izquierdo del pico y togue una vez. Se dibujara la linea de base y se
mostrara la altura del pico, informada coino corriente {pA).

- Para calcular la concentracién, ingrese las alturas de los picos en la pestana de la hoja de cdleulo.
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La tabla tiene cuatre entradas posibles para la concentracién de la muestra, La primera entrada normalmente seria
cero, ya que esta es la concentracion desconacida de la muestra que se intenta establecer. Las entradas segunda,
tercera y cuarta serian la concentracion de la muestra después de cada adicidn estandar. En el ejemplo anterior, se
realizan tres adiciones estandar de 20 ppb cada una. Las alturas de los picos se calculan para cada una de las adiciones
y se introducen en la tabla. Para lograr una mayor precisidn, se puede repetir el analisis después de cada adicion para
obtener un promedio de tres lecturas, aunque no es necesario llenar la tabla. Cuando haya ingresada todos los datos,
haga clic enCalcular. Se calculardn las alturas medias de los picos y se trazard un grifico de concentracion frente a la
altura de los picos. Se dibujard una linea de mejor ajuste a través de fos datos y se mostrara la interseccion y, que
corresponde a la concentracion de muestra desconocida para el metal de interés. El valor se muestra como negativo
porque indica la cantidad que debe agregarse a caca uno de los puntos de datos para que la linea de mejor ajuste pase
por el origen, que en este caso es 19,96 ppb.

Andlisis (método de calibracién)

- Ajuste el SAB a |a sonda.

- hle aadidae o
g +

= Seleccione 'Mn' en el mend ibles', luego haga clic en 'Condicidn de electrodo’
en el panel de andlisis y espere aproximadamente dos minutos para que se complete. Haga dlic en

- ‘Calibracion’ en el panel de andlisis. Espere aproximadamente dos minutos hasta que se le solicite agreqar
20 ppb del esténdar. Cuando se le solicite, use la pipeta para agregar 280 il del estandar en el SAB y haga

clic en 'Aceptar’, Bl andlisis seguira ejecutandose durante aproximadamente dos dias mas.
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minutos hasta que se le solicite agregar otros 20 ppb de estandar. Repita el proceso de adicion y haga
dic en ‘ok’. El andlisis se ejecutara durante otros dos minutos antes de completar la calibracidn. Una

- wez finalizada la calibracién se pueden realizar varios analisis consecutivos. Haga clic en "Analizar

- muestra” en el panel de analisis y espere aproximadamente dos minutos para que se complete el
analisis.

Resultado (método de calibracion)
- Los resultados se muestran en la ventana de andlisis hasta que se hace clic en ‘Aceptar’. Después de esto,
los resultados se muestran como un gréfico en fa pestafia de graficos. Si Mn esta presante, se verd un pico
en el grafico que se marcard como Mn y se mostrard la concentracion de muestra calculada.

- Elmanganeso aparece como un pico ancho alrededor de -1.55V. El zinc aparecerd a la derecha,
alrededor de -1.15V. Ignore el pico de zinc, ya que solo se requiere para la codeposicion y no
afecta el resultado del resultado.

LoD

= FI LOD inferior es de 5 ppb, el LOD superior es de 200 ppb,
- Para aumentar el range, la muestra se puede diluir con agua desionizada ultrapura, Otros tipos de
agua podrian introducir contaminacion.

Interferencias

- El agua de muestra extremadamente dcida puede afectar la calidad del analisis,

= Hay soluciones disponibles para combatir las interferencias en la muestra, Estos pueden ser especificos
para tipos o condiciones de agua particulares. Para obtener més informacion, comuniguese con el
departamento de soporte técnico de Trace2o®:técnico@trace2o.com
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HM3000 \

APPLICATION NOTE T20-AN-312

SELENIUM {M12) METHOD

The following application note explains the procedure for the detection of Selenium (M12) using the
HM3000 Metalyser.

Equipment:

e HM3000 Kit

s WELI Electrode

e Se Sample Beaker

e HG1000 Conditioning Solution
o M11 Buffer Solution

a  SE45 Standard (4.5ppm)

Getting started:

e Ensure that the latest Metalyser Firmware and method files are installed on the instrument,
and that the latest Metaware software is installed on the tablet PC. Detailed instructions for
establishing a connection, loading drivers and installing software are provided in the Trace2o
HM3000 Field Pro Instruction Manual.

Electrode conditioning:

s Using the polishing equipment, polish the WE1 electrode to a mirror finish and perform a
visual check to ensure that no scratches or scuffs are present.

e Connect the electrode to the "WE1' port on the sonde. Remove the WE2 and WE3
electrodes, if present.

s Half-fill the sample analysis beaker (SAB) with HG1000 conditioning solution and fit to the
Sonde.

e Select ‘M12 Conditioning’ from the ‘Measurements available menu’ then click ‘Condition
Electrode’ on the Analysis panel.

s The M12 conditioning step will take approximately 10 minutes.

e Once completed, return the conditioning solution to the HG1000 conditioning solution
bottle and rinse the Sonde and SAB with the Electrode Rinse Solution and/or deionised
water.
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Sample preparation:

s Using the supplied syringe, add 7mL of M11 Buffer solution to the Se Sample Beaker.

s Add 63mL of sample water, either by using a measured volume or by filling the sample
beaker to the bottom of the void on the side of the sample beaker.

s Attach the sample beaker to the sonde.

Analysis:

s Onthe Metaware software, select ‘Se’ from the ‘Measurements available’ menu.

* Ensure that ‘Background subtraction’ is unchecked on the ‘Control’ panel.

e Select ‘Standard Addition’. Wait approximately two minutes until prompted to add 20ppb of
the standard. When prompted use the pipette to add 280ul of the SE45 standard into the
SAB and click ‘OK’. The analysis will continue to run for approximately two further minutes,
after which two graphs will be displayed in the Metaware window.

Results:

s The graphical data will be displayed. Se appears as a distinct trough, slightly to the right of
the centre of the graph. The second graph will show a noticeably deeper trough. These are
called the ‘peaks’.

e To determine the original sample concentration, the peak heights must be determined.

e Examine the first graph and identify the ‘baseline’. This is an imaginary line drawn from the
lowest point on one side of the peak, to the lowest point on the other side of the peak.

s Tap-and-hold on one of the points where the imaginary ‘baseline’ intersects with the graph.
Select ‘Calculate Peak’, move the stylus to the other point where the baseline intersects with
the graph, and tap once.
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e Repeat the peak height determination process with the second graph.

s Using the Spreadsheet tab as described in the HM3000 Instruction Manual, enter the peak
heights (without +/- sign) where directed.

s  Enter the addition concentration in ppb (the first line should read 0, as this was the criginal
sample).

e The Spreadsheet tab will now display the original sample concentration in ppb.

» N.B.This instruction provides for a simplified analysis. For further instructions on how to
perform a multi-point standard addition, please refer to the HM3000 Instruction Manual.

» The ‘Open Files' panel in Metaware will display the date, time and sample water

temperature. There is the option to input sample information. Right-click on the individual
lines in the ‘Open Files’ panel and select ‘Update Comments' to add information to the file.
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e To save the data, select the individual line in the ‘Open Files’ panel, then click on the ‘File’
menu and select ‘Save Data File'. Navigate to the chosen location and click ‘save’.

e The data file will be saved in CSV (comma separated value) format and can be loaded back
into Metaware by selecting ‘File’, then ‘Open Data File'.

LOD:

o The Lower LOD is 5ppb; upper LOD is 60ppb.
s Toincrease the range beyond the upper limit, the sample can be diluted using Ultra-pure de-
ionised water. Other water types could introduce contamination.

Notes:

e It is vital to ensure that the correct version of the instrument Firmware is installed. The
latest version of the firmware, and the firmware updater software, can be acquired from
Trace2o. Follow the on-screen instructions to upgrade the firmware.

= Itisvital to ensure that the correct version of the Metaware is installed on the tablet PC. The
latest version of the Metaware can be acquired from Trace2o.
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NOTA DE APLICACION T20-AN-302
METODO MERCURIO

La siguiente nota de aplicacion explica el procedimiento para la deteccién de Mercurio usando el

HM3000 Metalyser®.

POR FAVOR LEA ESTA NOTA DE APLICACION CUIDADOSAMENTE. TRACE20@ HA ALTERADO LOS NOMBRES DE ALGUNOS
REACTIVOS POR SIMPLICIDAD, POR LO QUE EL PROCEDIMIENTO PUEDE SER DIFERENTE AL SEGUIDO ANTERIORMENTE.

Equipo:
= Equipo HM3000
- Tampon HM2{Anteriormente sobres de tampén MZ) HG50 Hg
- estandar{Anteriormente estdndar M2 (5 ppm))

= lucidn de i de oro f solucién de acondici i M2y 3

Acondicionamiento de electrodos:
- Pula el electrodo WEZ hasta obtener un acabado de espejo y verifigue con la lupa que no presente
rayones ni rozaduras.
= Llene hasta la mitad el vaso de analisis de [SAB) « de recubrimi de oro AUS00y ajuste a la

sonda.
- Seleccione 'Acondicionamiente M2 y 3' en el 'Meni de mediciones disponibles' y luego haga clic en
‘Electrodo de condicidn' en el panel Andlisis.

- H paso de acendicionamiento M2&3 tomard aproximad, e s
= Unavez compl i tva elSolucidn de recubrimi de oro AUS00hack iGn de recubr de
oro AUS00 y enjuague la sonda y el SAB con la solucidn de enjuague de electrodos yfo agua desionizada.

Preparacion de la muestra:
- Agregarun sobre de tampén HM2a la SAB.
- Agregue 70 mi de agua de muestra al SAB, ya sea agregande un volumen medido o ajustando elSAB a
la sonda y sumergiéndolo en la fuente de agua hasta que dejen de burbujear.

Existen tres métodos para llevar a cabo el andlisis. La adicion esténdar de un solo punte es la opcién mas rapida, ya que
utiliza dos puntos de datos para calcular |a concentracion. Esto también es menos preciso. La adicion estandar
multipunte utiliza cuatro puntos de datos para calcular la concentracin y permite repetir los escaneos con fines de
estabilizacion, Este método lleva mas tiempo y utiliza mas productos quimicos. La opritn de calibracion estd disehada
para el andlisis rapido de varias muestras con una matriz similar (es decir, varias muestras de diferentes puntos a lo

largo de la misma orilla del rio).
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Anilisis (método de adicién estidndar de punto dnico)

Ajuste el SAB a la sonda (si no usa el método de inmersion).
seleccione *Hy' en el meni desplegable 'Medidas disponibles’, luego haga clic en ‘Condicion de electrodo’

en el panel de analisis y espere aproximadamente dos minutos hasta que se complete, Haga clic en

"Adicion estandar’ en el panel de Espere api famente dos minutos hasta gue se le solicite

agregar 20 ppb del estandar. Cuando se le solicite, use la pipeta para agregar 280 pL de HGS0 Hg estandar

en el SAB y haga clic en "Aceptar’. El analisis conti 4 gjecutandose durante aproximadamente dos

minutos mas, después de lo cual se mostraran los resultados.

Resultado (método de adicién estandar de punto Gnico)

Los resultades se muestran en la ventana de andlisis hasta que se hace chic en ‘Aceptar’, Después de esto, los
resultados se muestran como un grafico en la pestafia de graficos y los resultados de ppb se ingresaran
automaticamente en el registro de resultados, Se mostrardn dos graficos, el primero es el escaneo de la
concentracion de la muestra original y el segundo es después de la adicion del estandar. Si se ha detectado
Huy, el pico se identificard como Hg y se marcard como tal. La concentracion de la muestra original se
informaré en ppb.

Andalisis (método de adicion estdndar multipunto)

Ajuste el SAB a la sonda (si no usa el método de inmersidn}.
Seleccione 'Hg' en el ment legable "Medidas disponibles’, luego haga dlic en ‘Condicion de electrodo’ en el

panel de analisis y espere aproximadamente dos minutos hasta que se complete, En el panel de control,
asegirese de que el tiempo de depdsito esté configurade en 60 sequndos. Asegurese de que la opcion
‘Sustraccien de fondo’ esté marcada.

Haga funcionar el agitador seqin seq necesario para disolver el tampén en la muestra de agua,

Haga clic en ‘Iniciar analisis’ y espere aproximadamente 2 minutos para gue se muestre el gralico. Repita hasta
que se estabilice. Tenga en cuenta que |a lectura que se muestra en ppb debe ignorarse para este método.

Usando las micropipetas, realice una adicion estandar de laHGS0 Hg estandarbotella. Use un
volumen de adicién apropiada para el volumen de muestra y la concentracion deseada. Para una
mayor precision, la adicidn de un estandar debe eslar lo mds cerca posible de la concentracion
esperada de la muestra. Por ejemplo, si se esperan 10 ppb de Hg en la muestra, la adicion estandar
debe agregar 10 ppb mas.

Recordalorio: para calcular ef volumen de adicién, utilice la sigui férmula: ol de
adicion estandar. (mL) = Vol. de muestra. (mL) x Adicion conc. (ppb)
cengentracian estandar (pph)
Por ejemplo, con un volumen de muestra de 70 ml, una concentracion estandar de 5 ppm (o 5000 ppb)
y una concentracion de adicion deseada de 10 ppb, el volumen de adicion estandar seria:
70x10=0,14 ml =140 pl
5000
Haga clic en 'Iniciar andlisis' y espere aproximadamente 2 minutos para que se muestre ¢l grifico, Repita
si es necesario.

Repita el procedimiento de adicién estandar/Analisis de inicio dos veces mas.
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Resultado (método de adicion estandar multipunto)

- Ppara calcular la altura del pico, primere coloque el lipiz dptico sobre el punto de datos que desea Lsar como el lado
derecho del picn, lueqo togue y mantenga presionado el lipiz dptico y haga dlic en 'calcular pico’. Si no se encuentra
un punto vilide, esta funcién aparecera atenuada.

- Mueva el lapiz dptico hacia el lado izquierdo del pico y togue una vez. Se dibujara lalinea de base y se
mostrara la altura del pico, informada como corriente (PA).

- Para calcular la concentracion, ingrese las alturas de los picos en la pestaiia de la hoja de calculo.
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La tabla tiene cuatro entradas pesibles para la concentracion de la muestra. La primera entrada normalmente seria
cern, ya que esta es la concentracion desconocida de la muestra que se intenta establecer. Las entradas sequnda,
lercera y cuarta serian |a concentracion de la muestra después de cada adicidn estandar. En el gjemplo anterior, se
realizan tres adiciones estandar de 20 ppb cada una. Las alluras de los picos se calculan para cada una de las adiciones
y se introducen en la tabla. Para lograr una mayor precisidn, se puede repetir el andlisis después de cada adicién para
abtener un promedio de tres lecturas, aunqgue no es necesario llenar |a tabla. Cuando haya ingresado todos los datos,
haga clic enCalcular. Se calculardn las alturas medias de los picos y se trazard un grafico de concentracion frente a la
altura de los picos. Se dibujara una linea de mejor ajuste a través de los datos y se maostrara la interseccién y, que
corresponde a la concentracion de muestra desconocida para el metal de interés. El valor se muesira como negativo
porque indica la cantidad que debe agregarse a caca uno de los puntos de datos para que la linea de mejor ajuste pase

por el origen, que en este caso es 19,96 ppb.

Andélisis (método de calibracién)

- Ajuste el SAB a |a sonda.
- Saleccione 'Hg' en el mend desplegable 'Medidas disponibles’, luege haga clic en ‘Condicidn de electrado’ en

€l panel de analisis y espere apr dos hasta que se complete. Haga clic en

- ‘Calibracion’ en el panel de andlisis. Espere aproximad dos mi hasta que se le solicite agregar
20 pph del esténdar. Cuando se le solicite, use la pipeta para agregar 280 L del estandar en el SAB y haga
clic en ‘Aceptar’. El andlisis sequird ejecutdndose durante aproximadamente dos dias mas.

Trace2o® Ltd Rev3.0

119



minutos hasta que se le solicite agregar otros 20 pph de estindar. Repita el proceso de adicion y haga
clic en ‘ok’. £l analisis se ejecutara durante otros dos minutos antes de completar la calibracion. Una

- vezfinalizada la calibracién se pueden realizar varios andlisis consecutivos. Haga clic en “Analizar

- muestra® en el panel de andlisis y espere aproximadamente dos minutos para que se complete el
analisis,

Resultado (método de calibracion)

- Los resultados se muestran en la ventana de andlisis hasta que se hace clic en ‘Aceptar'. Después de esto, los
resultados se muestran como un gréifico en la pestaia de gréficos. Si hay Hg presente, se vera un pico en el
grafico que se marcard coma Hg y se mostrard la concentracion de muestra calculada.

Grafico

- Mercurio aparece come un pico agude alrededor de 0,45V, El cobre aparece como un pico mas grande a la
\zquierda. £l pico de cobre se puede utilizar para mejorar la seleccion de la linea de base como se describe a
continuacién y no interfiere con el andlisis.

Trace,
LoD

b El LOD inflerior es de 1 ppb, el LOD superior es de 500 ppb

- Pparaaumentar el rango, la muestra se puede diluir con agua desionizada ultrapura, Otros tipos de
agua podrian introducir contaminacidn.

Interferencias

- Sirealiza un andlisis de mercurio después de usar una solucion de recubrimiento de Hy, asegurese de quela
sonda se limple a fondo con agua desionizada, El mercurio residual de la solucion de recubrimiento de Hg puede
afectar |a calidad del resultado.

- Enalgunos casos, agregar 280 ul de estandar de cobre CUS0 a la muestra de agua antes de
comenzar el andlisis puede mejorar |a precisién del resultado.

- Hay soluciones disponibles para combatir las interferencias en la muestra. Estos pueden ser especificos para
tipos o condiciones particulares de agua. Para obtener mas informacién, comuniquese con el
departamento de soporte técnico de Trace2o®;ecnico@race 2o com
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NOTA DE APLICACION T20-AN-301

CADMIO, METODO DE PLOMO

La siguiente nota de aplicacion explica el procedimiento para la deteccién de Cadmio y Plomo utilizando
el HM3000 Metalyser®,

POR FAVOR LEA ESTA NOTA DE APLICACION CUIDADOSAMENTE. TRACE20® HA ALTERADO LOS NOMBRES DE ALGUNOS
REACTIVOS POR SIMPLICIDAD, POR LO QUE EL PROCEDIMIENTO PUEDE SER DIFERENTE AL SEGUIDO ANTERIORMENTE.

Equipo:

Equipo HM3000
Tampon HM1(Anteriormente M1 y 4 (a + D) sobres de tampon)
CP50 Cd, Pb estandar{Anteriormente estandar M1 (S ppm))

solucion de recubrimienta HG500 HglAnteriormente solucidn acondicionadora M1,4.5)

acondiclonamiento de electrocos:

Pula el electrodo WE1 hasta obtener un acabado de espejo y verifique con la lupa que no presente
rayenes ni rozaduras.

Liene hasta la mitad el vaso de andlisis de {SAB) ¢ itn de recubrimi HEG500 Hay ajuste a la

sonda.

Seleccione ‘Acondicionamiento M1,4,5' en el 'Ment de mediciones disponibles’y luego haga clic en 'Electrodo
de condicién’ en 2l panel Analisis.

€l paso de acondicionamiento M1,4,5 tomard aproximadamente 5 minulos.

Una vez completado, devuelva elSolucién de recubrimi HG500 HghaciaSolucién de recubrimi

HG500 Hg y enjuague la sonda y el SAB con la solucién de enjuague de electrodos y/o agua desionizada.

Preparaciin de la muestra;

Agregardos sobres de HM1 Buffera la SAB.
Agregue 70 ml de agua de muestra al SAB, ya sea agregando un volumen medido o ajustando el 5AB a
la sonda y sumergiéndolo en la fuente de agua hasta que dejen de burbujear.

Existen tres métodos para llevar a cabo el andlisis. La adicién estandar de un solo punto es la opcion mds rapida, ya que

utiliza dos puntos de datos para calcular la concentracian, Esto también es menos preciso. La adicidn estindar

multipunto utiliza cuatro puntos de datos para calcular la concentracion y permite repetir los escaneos con fines de

estabilizacién, Este método lleva mas tiempo y utiliza mas productos quimicos. La opcion de calibracion esta disefiada

para el analisis rpido de varias muestras con una matriz similar (es decir, varias muestras de diferentes puntos a lo

largo de la misma orilla del rio).
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Andlisis (métado de adicién estdndar de punto tnica)

- Ajuste el 5AB a la sonda (si no usa el método de inmersian).

- cteleccione 'Cd, Pb' en el ment desplegable "Medidas disponibles’, luego haga dlicen 'Co ndicion del
electrado’ en el panel de analisis y espere aproximadamente dos minutos hasta gue se complete. Haga clic

- en'Adicion estandar’ en el panel de analisis. Espere aproximadamente dos minutos hasta que se le solicite
agregar 20 ppb del estdndar. Cuando se le indique, use la pipeta para agregar 280 pl delCPS0 cd, Pb
estandaren el SAB y haga clic en ‘Aceptar’, El andlisis continuara sjecuténdose durante aproximadamente
dos minutos més, después de lo cital se mostraran los resultados,

[tado (método de adicié dndar de punto tinico)

- Los resultados se muestran en la ventana de andlisis hasta gue se hace clic en 'Aceptar’. Después de esto, los
resultados se muestran como un grifico en la pestana de graficos y los resultados de ppb se ingresaran
automaticamente en el registro de resultados. Se mostraran dos graficos, el primero es el escaneo de la
coneentracion de la muestra original y el seyundo es después de |a adicion del estandar. Si se ha detectadoe Cd
o Pb, lus picos se identificaran como Cd y Pb y se marcaran como tales. La concentracin de la muestra original

se informard en ppb.

Anélisis (método de adicion estandar multipunto)

- Ajuste el SAB a la sonda (si no usa el método de inmersion).

- Splectione 'Cd, P’ en el meni desplegable "Medidas di ibles', luego haga clic en ‘Condicion del electrodo’ en el

panel de andlisis y espere apraximadamente dos minutos hasta que se complete. En el panel de control,

- asegurese de que el liempo de depésito esté configurado en 60 sequndos. Aseglrese de que [a opcidn
‘Sustraccien de fonde’ esté marcada.

= Hana funcionar el agitador sequn sea necesario para disolver el tampon en la muestra de agua.

- Haga clic en ‘Iniciar andlisis' y espere aproximadamente 2 minutos para que se muestre el grafico. Repila hasta

que se establlice. Tenga en cuenta que la lectura que se muestra en peb debe ignorarse para este método.

- Usando las micropipetas, realice una adicidn estandar de 1aCP50 €d, Pb estandar. Use un volumen
de adicién apropiado para el volumen de muestra y la concentracion deseada. Para una mayor
precision, la adicidn de un estandar debe estar lo més cerca posible de la concentracian esperada de
la muestra. Por ejemplo, si se esperan 10 ppb de Cd en la muestra, la adicion estandar deberia
agregar 10 ppb més.

- Recordatorio: para calcular el volumen de adicion, utilice fa siguiente formula:

Volumen de adicién estandar. (mL) = Vol. de muestra. (mL) x Adicion conc. (ppb)
concentracian estandar {pph)
Por ejemplo, con un volumen de muestra de 70 ml, una concentracion estandar de 5 ppm (o 5000 ppb)
y una concentracion de adicion deseada de 10 ppb, el volumen de adicion estandar seria:
70%10=0,14 ml = 140 pi
5000

- Haga clic en 'Iniclar andlisis' y espere aproximadamente 2 minutos para que se muestre el grafico. Repita
si es necesario.

- Repita el procedimiento de adicién estandar/Analisis de inicio dos veces mas.
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Resultado (método de adicit P i "

- Paracalcular fa altura del pico, primero cologue el lapiz dptico sobre el punto de datos gue desea usar como el lado
derecho del pico, luego foque y mantenga presionado el \apiz dptico y haga clic en 'calcular pico’. Si no se encuentra
un punte valido, esta funcién aparecerd atenuada.

- Mueva el lapiz 6ptico hacia el lado izquierdo del pico y toque una vez, Se dibujard la linea de base y se
mostraré la altura del pico, informada como corriente (PA).

- paracalcular la concentracién, ingrese las alturas de los picos en la pestana de la heja de calculo.
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La tabla tlene cuatro entradas pasibles para la cancentracién de la muestra. La primera entrada normalmente seria
cero, ya que esta es la concentracion descanocida de la muestra que se intenta establecer. Las entradas seqgunda,
terceray cuarta serian la concentracion de la muestra después de cada adicion estandar. En el ejemplo anterior, se
cealizan tres adiciones estandar de 20 ppb cada una. Las alturas de los picos se calculan para cada una de las adiciones
y se introducen en la tabla. Para lograr una mayor precision, se puede repetir el analisis después de cada adicion para
abtener un promedio de tres lecturas, aunque No es Necesarno llenar la tabla. Cuando haya ingresado tedos los datos,
haga clic enCalcular. Se calcularan las alturas medias de los picos y se Lrazard un gréfico de concentracion frente a la
altura de los picos, Se dibujara una linea de mejor ajuste a través de los datos y se mostrara la interseccion y, que
corresponde a la concentracién de muestra desconocida para el metal de interés. Bl valor se muestra como negativo
purque indica la cantidad que debe agregarse a cada uno de los puntos de datos para que la linea de mejor ajuste pase
por el origen, que en ests caso es 19,96 ppb.

Andlisis (método de calibracién)

- Ajuste el SAB a |a sonda.

- seleccione 'Cd, Pb' en el ment desplegable ‘Medidas disponibles’, luego haga clic en 'Condicidn del
electrodo’ en el panel de andlisis y espere aproximadamente dos minutos hasta que se complete. Haga dlic

- en 'Calibracién' en el panel de andlisis. Espere aproximadamente das minutos hasta que se le solicite
agregar 20 pph del estandar. Cuando se le solicite, use la pipeta para agregar 280 pL del estandar en el SAB
y haga clic en 'Aceptar’, El andlisis seguird ejecutand durante aproxi dos dias mds.
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mninutos hasta que se le solicite agregar otros 20 pph de estandar, Repita el procesa de adicion y haga
clic en ‘ok’. El anélisis se ejecutard durante otros dos minutes antes de completar la calibracién. Una
vez finalizada la calibracion se pueden realizar varios analisis consecutivos. Haga clic en "Analizar
muestra® en el panel de analisis y espere aproximadamente dos minutas para que se complete el
analisis.

étodo de calib

Lot resuitados se muestran en la ventana de andlisis hasta que se hace chic en ‘Aceptar'. Después de esto, los
resultados se muestran como un grifico en 1z pestana de graficos. Si Cd y/o Pb estin presentes, se verin
picos en el grdfico gue se marcardn como Cd yfo Pb y se mostrara la concentracion de muestra calculada,

Grafico
- E cadmia aparece coma un pico aguda alrededor de -0.67V. El ploma aparece camo un pico agudo alrededor
-0,50V.
Iracey -
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LOD
- £ILOD inferior es de 1 ppb, el LOD superior &5 de 500 ppb.
- Para aumnentar el rango, la muestra se puede diluir con agua desionizada ultrapura. Otros tipos de
agua podrian introducir contaminacian.
Interferencias

TraceZo® Lid

Los altos niveles de talio en la muestra de agua pueden afectar la calidad del anélisis. Hay soluciones
disponibles para combatir las interferencias en la muestra. Estos pueden ser especificos para tipos o

condiciones de agua particulares. Para obtener mis infarmacion, comunig con el dep de
soporte téenlco de TraceZo®iécnico@tracelo.com
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Tracep

NOTA DE APLICACION T20-AN-304

METODO DEL COBRE

La siguiente nota de aplicacion explica el procedimiento para la deteccion de Cobre usando el HM3000
Metalyser®.

POR FAVOR LEA ESTA NOTA DE APLICACION CUIDADOSAMENTE. TRACE20® HA ALTERADO LOS NOMBRES DE ALGUNOS
REACTIVOS POR SIMPLICIDAD, POR LO QUE EL PROCEDIMIENTO PUEDE SER DIFERENTE AL SEGUIDO ANTERIORMENTE.

Equipo:
= Fruipo HM3000
- Tampén HM1{Anteriormente M1y 4 (a + b) sobres de tampén)
= CU50 Cu estandar(A iormente esta M4 (5 ppml)

- Estabilizador de Cobre CUSTAB{Anteriormente estabilizador M4)

- Solucién de recubrimi HG500 Hy sohucion acondich dora M1,4.5)

Acondicionamients de electrodos:
- Pulael electrodo WET hasta obtener un acabado de espejo y verifique con una lupa que no presente rayones
ni rozaduras.

- Uene hasta la mitad el vase de andlisis de muestras (SAB) © lucién de recubrimi HGS00 Hgy ajuste a la

sunida.

- Seleccione ‘Acondicionamiento M1,4,5' en el "Meni de mediclones disponibles' y luego haga clic en ‘Electrodo
de condicitn’ en el panel Analisis.

- [l paso de acondicionamienta M1.4,5 tomara aproximadamente 5 minutos.

- Unavez completado, devuelva eiSolucién de recubrimiento HG500 HghaciaSelucién de recubrimiento
HG500 Hg y enjuague la sonda y el SAB con la solucidn de enjuague de electrodos y/o agua desionizada.

Preparacién de la muestra:
- Agregardos sobres de HM1 Buffera la SAB.
- Agregue 70 mi de agua de muestra al SAB, ya sea agregando un volumen medido o ajustando el SAB a
|a sonda y sumergiéndolo en la fuente de agua hasta que dejen de burbujear.
- Agregar 280 L deEstabilizador de Cobre CUSTABal SAB usando |z pipeta.

Existen tres métodos para llevar a cabo el andlisis. La adicion estandar de un solo punta es la opcidn mas rapida, ya que
utiliza dos puntos de datos para calcular la concentracion. Esto también es menos preciso. La adicion estandar
multipunta utiliza cuatro puntos de datos para caleular la concentracion y permite repetir los escaneos con fines de
estabilizacion, Este método lleva més tiempo y utiliza mas productes quimicos. La opcitn de calibracion esta disenada
para el analisis rapido de varias muestras con una matriz similar {es decir, varias muestras de diferentes puntos a lo

large de la misma orilla del rio).
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Anilisis (método de adicion estiandar de punto (inico)

Ajuste el SAB a la sonda (si no usa el método de inmersion).

Seleccione 'Cu' en el mend desplegable 'Medidas disponibles’, luege haga clic en ‘Condicién de electrodo’
en el panel de andlisis y espere aproximadamente dos minutos para que se complete. Haga clic en 'Adicion
esténdar’ en el panel de analisis. Espere aproximadamente dos minutos hasta que se le solicite agregar 20
ppb del estandar. Cuando se le indigue, use la pipeta para agregar 280 pL delCUSD Cu estandaren el SAB y
haga clic en 'Aceptar’. El andlisis continuara ejecuténdose durante aproximadamente dos minutos mas,
después de lo cual se mostrardn los resultados.

Analisis

{método de adici6 dndar de punto dnico)

Los resultados se muestran en la ventana de andlisis hasta que se hace dlic en ‘Aceplar’. Después de esto, los
resultados se muestran como un grafico en la pestana de graficos y los resultados de pph se ingresardn
automaticamente en el registro de resultados, Se mostrardn dos graficos, el primero es el escaneo de la
concentracion de la muestra original y el segundo es después de la adicion del estandar. Si se ha detectado
Cu, el pico se identificard como Cu y se marcaré como tal. La concentracian de la muestra original se
informara en ppb.

{método de adicién estandar multipunto)

Ajuste el SAB a la sonda (sino usa el método de inmersidn).

Seleccione "Cu’ en el mend despl le ‘Medidas disponibles’, luego haga dlic en ‘Condicion de electrado’ en e

panel de analisis y espere aproximadamente dos minutos para que se complete. kn el panel de control, asegarese
de que el tiempo de depésito esté configurade en 60 sequndos. Asegurese de que la opeion "Sustraccion de fondo®
esté marcada.

Haga funcionar el agitador sequn sea necesario para disolver el tampon en la muestra de agua.

Haga clic en 'Iniciar andlisis' y espere aproximadamente 2 minutos para que se muestre el gréfico. Repita hasta

que se estabilice. Tenga en cuenta gue la lectura que se muesira en ppb debe ignorarse para este método.

Usando las micropipetas, realice una adicién estandar de laCUS0 Cu estandarbotella. Use un
volumen de adicién apropiado para el volumen de muestra y la concentracion deseada. Para una
mayor predision, la adicién de un esténdar debe estar lo mas cerca posible de la concentracidn
esperada de la muestra. Por ejemplo, si se esperan 10 pph de Cu en la muestra, la adicidn estandar
deberia agregar 10 ppb més.
Recordatorio: para calcular el volumen de adicion, utilice la siguiente formula:
Volumen de adicién estandar. (mL) = Vol. de muestra. (mL) x Adicion conc. (ppb)
concentrackin estandar {(pplb)

Por ejemplo, con un volumen de muestra de 70 ml, una concentracién estandar de 5 ppm (o 5000 ppb)
y una concentracién de adicion deseada de 10 ppb, el volumen de adicion estandar seria:

70%10=0,14 ml =140 pl

5000
Haga clic en ‘Iniciar analisis' y espere aproximadamente 2 minutos para que se muestre el grafico. Repita

si es necesario.

Repita el procedimiento de adicion estdndar/Andlisis de inicio dos veces mas.

Trace2o® Ltd Rev3.0

126



Resultade (método de adicion estandar multif )

- para calcular la altura del pico, primero cologue el lipiz dptico sobre el punto de datos que desea usar como el lada
derecho del pico, lueqgo togue y mantenga presionado el lapiz dptico y haga chic en ‘cabeular pice’. 5i no se encuentra
un punio vilido, esta funcién aparecerd atenuada.

- Mueva el lapiz optico hacia el lado izquierdo del pico y toque una vez. Se dibujard la linea de base y se
mostrara la altura del pico, informada como corriente (pA).

- Pparacalcular la concentracion, ingrese las alturas de los picos en la pestafia de la hoja de caleulo.
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La tabla tiene cuatrs entradas posibles para la con ién de la muestra. La primera entrada normalmente seria

cero, ya que esta es la concentracidn desconocida de la muestra que se intenta establecer. Las entradas segunda,
tercera y cuarta serian la concentracion de la muestra después de cada adicion estandar. En el ejernplo anterior, se
realizan tres adiciones estandar de 20 ppb cada una. Las alturas de los picos se calculan para cada una de las adiciones
y se introducen en la tabla. Para lograr una mayor precisidn, se puede repetir el andlisis después de cada adicién para
obtener un promedio de tres lecturas, aunque no es necesario lienar la tabla. Cuando haya ingresado todos los dalos,
haga clic enCalcular. Se calculardn las alturas medias de los picos y se trazara un grifico de concentracion frente a la
altura de los picos. Se dibujara una linea de mejor ajuste a través de los dates y se mostrara la interseccion y, que
corresponde a la concentracién de muestra desconacida para el metal de interés, El valor se muestra come negativo
porque indica la cantidad que debe agregarse a cada uno de los puntos de datos para que la linea de mejor ajuste pase
por el origen, que en este caso es 19,96 pph.

Anélisis (método de calibracidn)

- Ajuste el SAB a la sonda.

- Selaccione 'Cu’ en el mend desplegable ‘Medidas disponibles’, luego haga clic en ‘Condicion de electrodo’ en

el panel de andlisis y espere aproximadamente dos minutos para que se complete. Haga clic en ‘Calibracian’

- en el panel de andlisis. Espere aproximadamente dos minutos hasta que se le solicite agregar 20 ppb del
estandar, Cuando se le solicite, use la pipeta para agregar 280 jiL del estandar en el SAB y haga dlic en
‘Aceptar'. El andlisis sequird ejecutandose durante aproximadamente dos dias mads.
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minutos hasta que se le solicite agregar otros 20 ppb de estandar. Repita el proceso de adicion y haga
clic en 'ok’. El anlisis se ejecutara durante otros dos minutos antes de completar la calibracién. Una

- vezfinalizada la calibracién se pueden realizar varios andlisis consecutivos. Haga clic en "Analizar

- muestra” en el panel de andlisis y espere aproximadamente dos minutos para que se complete el

analisis.

" étodo de calibracitn)

- Los resultados se muestran en la ventana de andlisis hasta que se hace clic en 'Aceptar’. Despues de esto, los
resultados se muestran como un grifico en la pestafia de ardficos. Si Cu estd presente, se vera un pico en el

grifico que se marcard como Cu y se mostrard la concentracién de muestra calculada.

Estabilizador
- Eiestabilizador de Cobre CUSTABse proporciona para mejorar la estabilidad de la prueba de cobre en algunas

muestras de agua,

Grafico

-Fl cobre aparece como un pico ancho alrededor de -0.25V.

LOD

- ElLODinferior es de 1 pph, 2l LOD superior es de 500 ppb.
- Para aumentar el rango, la muestra se puede diluir con agua desionizada ultrapura. Otros tipos de

agua podrian introducir contaminacion.
Interferencias
- Los altos niveles de zinc en la muestra de agua pueden afectar |2 calidad del analisis.
- Hay soluciones disponibles para combatir las interferencias en la muestra. Estos pueden ser especificos

para tipos o condiciones de agua particulares. Para obtener mas informacién, comunigquese con el

departamento de soporte técnico de TraceZo:iécnico@irace o com
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Tracep

APPLICATION NOTE T20-AN-307

CHROMIUM (V1) (M7) METHOD

The following application note explains the procedure for the detection of Hexavalent Chromium
(M7) using the HM3000 Metalyser.

Equipment:

s HM3000 Kit

e Chromium Electrode

e Chromium Electrode Cutter

s CrSample Beaker

= AU10000 Conditioning Solution

e EP1 Electrode Preparation Solution
¢ HME6 Buffer Solution

e CR45 Standard (4.5ppm)

Getting started:
e Ensure that the latest Metalyser Firmware and method files are installed on the instrument,
and that the latest Metaware software is installed on the tablet PC. Detailed instructions for
establishing a connection, loading drivers and installing software are provided in the Trace2o

HM3000 Field Pro Instruction Manual.

Electrode conditioning:

e Insert the chromium electrode into the electrode cutter as shown and squeeze the handle to
cut a small disc from the end of the electrode.
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Connect the chromium electrode to the "WE3’ port on the sonde. Remove the WE1 and WE2
electrodes.

Empty the contents of the AU10000 Conditioning Solution bottle into the Cr Sample Beaker
and attach to the sonde.

On the Metaware software, select ‘M7 Conditioning’ from the ‘Measurements available’
menu, then select ‘Condition Electrode’.

The M7 conditioning step will take approximately 2 minutes.

Once complete, the Metaware will display ‘All done’. Select ‘OK’,

Once completed, return the conditioning solution to the AU10000 conditioning solution
bottle and rinse the Sonde and SAB with the Electrode Rinse Solution and/or deionised
water.

Electrode preparation:

Empty the contents of the EP1 Electrode Preparation Solution bottle into the Cr Sample
Beaker and attach to the sonde.

On the Metaware software, select ‘M7 Preparation’ from the ‘Measurements available’
menu, then select ‘Condition Electrode’.

The M7 electrode preparation step will take approximately 2 minutes.

Once complete, the Metaware will display ‘All done’. Select ‘OK’.

Once completed, return the electrode preparation solution to the EP1 electrode preparation
solution bottle and rinse the Sonde and SAB with the Electrode Rinse Solution and/or
deionised water.

Sample preparation:

Using the supplied syringe, add 7mL of HM6 Buffer solution to the Cr Sample Beaker.
Add 63mL of sample water, either by using a measured volume or by filling the sample
beaker to the bottom of the void on the side of the sample beaker.

Attach the sample beaker to the sonde.

Analysis:

On the Metaware software, select ‘Cr (VI)’ from the ‘Measurements available’ menu.

Ensure that ‘Background subtraction’ is unchecked on the ‘Control’ panel.

Select ‘Standard Addition’. Wait approximately two minutes until prompted to add 20ppb of
the standard. When prompted use the pipette to add 280ulL of the CR45 standard into the
SAB and click ‘OK’. The analysis will continue to run for approximately two further minutes,
after which two graphs will be displayed in the Metaware window.
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Results:

The graphical data will be displayed. Cr (VI) appears as a distinct trough in the centre of the
graph. The second graph will show a noticeably deeper trough. These are called the ‘peaks’.
fracep
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To determine the original sample concentration, the peak heights must be determined.
Examine the first graph and identify the ‘baseline’. This is an imaginary line drawn from the
highest point on one side of the trough, to the highest point on the other side of the trough.
Right-click on one of the points where the imaginary ‘baseline’ intersects with the graph.
Select ‘Calculate Peak’, and drag the mouse to the other point where the baseline intersects
with the graph, and left-click once.
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» The baseline should now be drawn on the graph, and the peak height should be displayed.
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Repeat the peak height determination process with the second graph.

Using the Spreadsheet tab as described in the HM3000 Instruction Manual, enter the peak
heights (without +/- sign) where directed.

Enter the addition concentration in ppb (the first line should read 0, as this was the original
sample).

The Spreadsheet tab will now display the original sample concentration in ppb.

N.B. This instruction provides for a simplified analysis. For further instructions on how to
perform a multi-point standard addition, please refer to the HM3000 Instruction Manual.

The ‘Open Files’ panel in Metaware will display the date, time and sample water
temperature. There is the option to input sample information. Right-click on the individual
lines in the ‘Open Files’ panel and select ‘Update Comments’ to add information to the file.
To save the data, select the individual line in the ‘Open Files' panel, then click on the ‘File’
menu and select ‘Save Data File'. Navigate to the chosen location and click ‘save’.

The data file will be saved in CSV (comma separated value) format and can be loaded back
into Metaware by selecting ‘File’, then ‘Open Data File'.

LOD:

s The Lower LOD is 50ppb; upper LOD is S00ppb.

s Toincrease the range beyond the upper limit, the sample can be diluted using Ultra-pure de-
ionised water, Other water types could introduce contamination.

Notes:

e |tis vital to ensure that the correct version of the instrument Firmware is installed. The
latest version of the firmware, and the firmware updater software, can be acquired from
Trace2o. Follow the on-screen instructions to upgrade the firmware.

e Itisvital to ensure that the correct version of the Metaware is installed on the tablet PC. The
latest version of the Metaware can be acquired from Trace2o.

TraceZo Ltd Revl.0



Anexo 10 Panel fotografico

Figura 36

Preparacion de zodiac para realizar la toma de muestras

Nota: (a) Armado de zodiac
(b) Navegando en el embalse Pasto Grande para la toma de muestras
(c) Preparando material para el almacenamiento de las muestras
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Figura 37

Toma de parametros fisico quimicos in situ

Nota: (a) Medicion insitu de parametros fisico quimicos con el multiparametro
(b) Medicion de Clorofila-A con el fluorometro
(c) Medicion de turbidez
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_ ‘_'l“UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA”
UNAM VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

FORMATO DE AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO
INSTITUCIONAL UNAM

Formulario de autorizacién para la publicacién electronica en la pagina web del Repositorio
Institucional de la Universidad Nacional de Moquegua, de conformidad con la Ley N° 30035 Ley
que regula el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Acceso
Abierto y Resolucion de Comision Organizadora N° 041-2022-UNAM que aprueba el
Reglamento que regula el Repositorio Institucional Digital de la UNAM.

1. DATOS DEL AUTOR

Nombres y Apellidos : TIOREULA CAROLTNE VALBEZ ESPINGZA
DNI/Camet de Extranjeria/Pasaporte N° : .. X236 3034 e
Correo electrénico cGarchne va . esC @ gmaskcom ...
Teléfono/Celular L ABBARABLl e

2. GRADO, TITULO O ESPECIALIZACION (Marque con una X)

Bachiller Titulo Magister Doctor Segunda
Profesional Especialidad
X

3. TIPO DE PUBLICACION (Marque con una X)

a) Atticulo ( )

b) Tesis de pregrado (%)

c) Tesis de Maestria ( )

d) Tesis de Doctorado ( )

e) Monografia ( )

f) Reporte de caso cientifico o hallazgos ( )

g) Libro ( )

h) Partedeunlibro ( )

i) Revisién ( )

j) Conferencia ( )

k) Presentacion ( )

) Articulo preliminar ( )

m) Articulo antes de ser publicado ( )

n) Articulode prensa ( )

o) Documentos internos ( )

p) Imagen ( )

q) Documentos técnicos ( )

r) Ponencias presentadas en eventos cientificos (Jomada, Congreso, Simposio
Conferencias, etc.) ( )

s) Informes de suficiencia profesional ( )

ty Patentes producidas por académicos/as ( )
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4. TIPO DE TRABAJO DE INVESTIGACION (Marque con una X)

a) Tesis (X)

b) Trabajo de Investigacion ( )

c¢) Trabajo de suficiencia profesional ( )
d) Trabajo académico ( )

5. DATOS DE LA PUBLICACION

a) Titulo: . ESTUSIC, DE.. . CONUVIDADES  ITCROBTANAS | PE CTANCRACTRRIAL

....................................................................

b) Campo del conocimiento OCDE (Indicar el cédigo de clasificacion OCDE de la obra :
https://catalogos.concytec.qob.pe/vocabulario/ocde ford.html): ...2:9%.:. 9% ...
¢) Fecha de publicacion : .............. o DR SRR e

6. DATOS DEL ASESOR:

a) Nombres y Apellidos : ..... HEBERT  HERWDAN  Soto | GOMZALES ...

B) | DMiPReaporieiCidin: . BIRARBIR., . ..ovmmmmsssssvomsommmiovamrcemssssnsunmmmssasssnensen
¢} ORCID:....0000. .. 2002 9006 1943

..........................................................................................................

FIRMA

DOCUMENTO DE IDENTIDAD :
NOMBRES Y APELLIDOS . FIORE(LA. CAROLTING . VALDEZ ESPTNoza .
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LICENCIAS

Licencia Estandar

Bajo los siguientes términos, autorizo el depdsito de mi trabajo de investigacion en el Repositorio
Institucional Digital de la UNAM.

Con la autorizacion de depésito da mi trabajo de investigacién, otorgo a la Universidad Nacional
de Moquegua, una Licencia No Exclusiva para reproducir. distribuir, comunicar al publico,
transformar (Uinicamente mediante su traduccion a otros idiomas) y poner a disposicion del
plblico mi trabajo de investigacion (incluido el resumen), en formato fisico o digital, en cualquier
medio, conocido o por conocerse, a través de los diversos servicios provistos por la Universidad,
creados o por crearse, tales como el Repositorio Institucional Digital de la UNAM, Coleccion de
Tesis, entre otros, en el Perd y en el extranjero, por el tiempo y veces que considere necesarias,
y libre de remuneraciones.

En virtud de dicha Licencia, la UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA, podra reproducir mi
trabajo de investigacion en cualquier tipo de soporte y en més de un ejemplar, sin modificar su
contenido, solo con los propdsitos de seguridad, respaldo y preservacion.

Declaro que el trabajo de investigacion es una creacion de mi autoria y exclusiva titularidad, o
coautoria con titularidad compartida, y me encuentro facultado a conceder la presente licencia y,
asimismo, garantizo que dicho trabajo de investigacién no infringe derechos de autor de terceras
personas.

La UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA consignara el nombre del/los autor/es del
trabajo de investigacion, y no le hara ninguna modificacién mas de la permitida en la presente
licencia.

Autorizo el depdsito (marque con una X).
(_X ) Sl autorizo que se deposite inmediatamente.

FIRMA

NOMBRES Y APELLIDOS
FECHA « O DE CEEecRC DEC 2025
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DECLARACION JURADA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE
INVESTIGACION / TESIS / TRABAJO DE SUFICIENCIA PROFESIONAL

Yo, Fioece CAROLING VALDEZ ESPInQIR
bachiller de la Escuela Profesional de:...... TG EMNTERTS L A BIE AL e

de la Universidad Nacional de Moguegua, identificado(a) con DNI N°.... 32361531, autor(a)
del Trabajo de Investigacion / Tesis / Trabajo de suficiencia profesional, denominado:
ESTUDIC BOC COMUNIBANELS TITCRORIANAS DBE CrOAMCEACTERIAS DE  AGUAS

..................................................................................................................................................

LDEC LETIBALSE.. PRSTO. GRANVNE TICBIANTE  ANALTSIS DE ADN HETAGENS

Nrce...... LADNMe) | FN.. EReca  DE | ESTIASE.

...................................................................................................................................

Declaro bajo juramento que:

1. El trabajo de investigacion es auténtico, siendo resultado de mi trabajo personal, que no
se ha copiado, que no se ha utilizado ideas, formulaciones, citas integrales e ilustraciones
diversas, sacadas de cualquier tesis, obra, articulo, memoria, efc., (en versién digital o
impresa), sin mencionar de forma clara y exacta su origen o autor, tanto en el cuerpo del
texto, figuras, cuadros, tablas u otros que tengan derechos de autor. Por tanto, el trabajo
de investigacion no ha sido plagiado total ni parcialmente.

2. El trabajo de investigacion no ha sido autoplagiada, es decir, no ha sido publicada ni
presentada anteriormente para obtener algin grado académico previo o titulo profesional.

3. Los datos presentados en los resultados son reales, no han sido falseados, ni duplicados,
ni copiados y por tanto los resultados que se presentan en el trabajo de investigacion
constituiran aporte a la realidad investigada.

Soy consciente de que, el hecho de no respetar los derechos de autor y hacer plagio, es objeto
de sanciones universitarias y/o legales, por lo que asumo cualquier responsabilidad que pudiera
derivarse de irregularidades en el trabajo de investigacién, asi como de los derechos sobre la
obra presentada.

c i
Moquegua, ..5.7.. 55, FE@eERe vet 2029

Huella digital

Nombres y Apellidos: fice€ua cAROLNE
DNI: 32261431 UALDEZ ESPIncA
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DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES
“ANO DE LA RECUPERACION Y CONSOLIDACION DE LA ECONOMIA PERUANA”

RESOLUCION DE CONSEJO UNIVERSITARIO N° 107-2025-CU-UNAM

Moquegua, 10 de marzo de 2025
VISTOS:

El Acuerdo de Sesion Extraordinaria de Consejo Universitario de fecha 10 de marzo de 2025; Proveido N°
723-2025 de fecha 04 de marzo de 2025 emitido por el Rectorado; Informe N° 094-2025-UNAM-R/SG de fecha 04 de marzo
de 2025 emitido por la Secretaria General; Carta N° 043-2025-UNAM/SEGE/GYT/SVR de fecha 03 de marzo de 2025
emitido por el Area de Grados y Titulos; Sobre el otorgamiento del Titulo Profesional de Ingeniero Ambiental, y;

CONSIDERANDO:

Que, la Constitucion Politica del Peru en su articulo 18° prevé que cada Universidad es auténoma en su
régimen normativo, de gobierno, académico, administrativo y economico, y el articulo 8° de la Ley N° 30220, Ley
Universitaria, establece que la referida autonomia inherente a las Universidades, se ejerce de conformidad con la
Constitucion y las Leyas de la Republica e implica las organizaciones de su sistema académico, econémico y administrativo,
asi como la administracion de sus bienes y rentas, elaborar su presupuesto y aplicar sus fondos con la responsabilidad que
impone la Ley;

Que, el articulo 58° de la Ley Universitaria, Ley N° 30220, concordado con el articulo 14° del Estatuto de la
Universidad Nacional de Moquegua, aprobado con Resolucion de Comision Organizadora N° 578-2021-UNAM, establecen
/ que el Consejo Universitario es el maximo 6rgano de gestion, direccién y ejecucion académica y administrativa de
la universidad,

Que, el articulo 44° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, sefiala que las universidades otorgan los grados
académicos de Bachiller, Maestro, Doctor y los Titulos Profesionales que correspondan, a nombre de la Nacion (...);

Que, el numeral 45.2 del articulo 45° de la Ley N°® 30220, Ley Universitaria, precisa los requisitos minimos

1 para la obtencion del titulo profesional, como son: el grado de Bachiller y la aprobacion de una tesis o trabajo de

suficiencia profesional. Asimismo, establece que el titulo profesional solo se puede obtener en la universidad en la cual
se haya obtenido el grado de bachiller;

Que, con Resolucion de Comision Organizadora N° 1153-2021-UNAM, se aprobd el Reglamento de Grados y
Titulos de la Universidad Nacional de Moquegua, el mismo que fue modificado a través de las Resoluciones de Comision
Organizadora N° 410, 453 y 890-2022; N° 880-2023 y N° 081, 484-2024-UNAM/CO, el cual establece los requisitos y norma
los procedimientos para la obtencién de los grados académicos y titulos profesionales conferidos por esta Casa Superior de
Estudios;

Que, mediante Carta N°43-2025-UNAM/SEGE/GYT/SVR, la Especialista del Area de Grados y Titulos, remite
a Secretaria General, el expediente de un (1) bachiller de la Escuela Profesional de Ingenieria de Ambiental, quien se
encuentra apta para la expedicién del Titulo Profesional de Ingeniero de Ambiental por la modalidad de sustentacién de
Tesis, al haber cumplido satisfactoriamente con los requisitos legales y reglamentarios(!), exigidos en el Reglamento de

M Ariculo 122°. - Requisitos para la obtencion del Titulo Profesional
Para obtener el Titulo Profesional el interesado debera presenlar ante su Escuela Profesional un expediente con la siguiente documentacion:
a  Solicitud dirigida al Director de la Escuela Profesional o quien haga sus veces, indicando la fecha y numero de comprobante de pago.
b Dos (2) fotografias de frente, tamafio pasaporte a color con fondo blanco (con traje formal); para garantizar la sequridad ciudadana.
e Dos ejemplares de la Tesis, del Trabajo de Suficiencia Profesional o Informe del Examen Profesional en fisico, uno para la Biblioleca y otro para la Escuela
Profesional, y un CD con la version digital.
d Formulario de autorizacion del graduado para la publicacion de la Tesis, Trabajo de Suficiencia Profesional o Informe de Examen Profesional en el repositorio.
e.  Declaracion Jurada de originalidad de la Tesis, Trabajo de Suficiencia Profesional o Informe de Examen Profesional.

Domicilio Fiscal: Prolongacion Av., Ancash S/N - Moquegua
RUC: 20449347448 - Teléfono: (053) 670168
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DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES
“ANO DE LA RECUPERACION Y CONSOLIDACION DE LA ECONOMIA PERUANA”

Jll... Resolucién de Consejo Universitario N° 107-2025-CU-UNAM
Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moguegua, conforme lo sefiala la Direccion de la Escuela Profesional de
Ingenieria de Ambiental, razon por la cual la Secretaria General incluye el expediente como punto de agenda para ser tratado
en Sesion de Consejo Universitario de fecha 10 de marzo de 2025,

Que, se ha establecido como atribucion del Consejo Universitario de la UNAM, la facultad de conferir los grados
académicos y los titulos profesionales (...), por lo que en mérito al pedido del Secretario General y debatido el caso en
Sesion Extraordinaria de fecha 10 de marzo de 2025, se acordé por unanimidad conferir a nombre de la Nacién el Titulo
Profesional de Ingeniero de Ambiental a un (1) bachiller de la Escuela Profesional de Ingenieria de Ambiental de la
Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad Nacional de Moquegua;

De conformidad con el articulo 59° de la Ley Universitaria, Ley N° 30220, concordado con el articulo 16° del
Estatuto de la Universidad Nacional de Moquegua, y estando a lo acordado en la Sesion Extraordinaria de fecha 10 de
marzo de 2025 de Consejo Universitario;

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO: CONFERIR, a nombre de la Nacion el TITULO PROFESIONAL DE INGENIERO
AMBIENTAL por la modalidad de Sustentacion de Tesis, a la Bachiller de la Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental
de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad Nacional de Moguegua, de acuerdo al siguiente detalle:

1. FIORELLA CAROLINE VALDEZ ESPINOZA

TESIS : “ESTUDIO DE COMUNIDADES MICROBIANAS DE CIANOBACTERIAS DE AGUAS DE EMBALSE
PASTO GRANDE MEDIANTE ANALISIS DE ADN METAGENOMICO (ADNMG) EN EPOCA DE
ESTIAJE”, cuyo Asesor fue el Dr. Herber Hernan Soto Gonzalez.

ARTICULO SEGUNDO: AUTORIZAR, a la Secretaria General de la Universidad Nacional de Moquegua,
expedir y registrar el Diploma correspondiente para su otorgamiento.

ARTICULO TERCERO: ENCARGAR al Area de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moquegua,
para que realice las acciones pertinentes conducentes, relacionadas con la inscripcion de los grados y titulos en el Registro
de Grados y Titulos de la Superintendencia Nacional de Educacion Superior Universitaria - SUNEDU.

ARTICULO CUARTO: NOTIFICAR, la presente Resolucion a las instancias y dependencias administrativas y
académicas de la Universidad Nacional de Moquegua, para su conocimiento, cumplimiento y demas fines pertinentes.

ARTICULO QUINTO: ENCARGAR, a la Oficina de Tecnologia de la Informacién, la publicacion de la presente
Resolucion en el portal de transparencia de la Universidad Nacional de Moguegua.

La Escuela Profesional es responsable de completar el expediente del bachiller en un plazo maximo de 3 dias habiles y derivar a la Oficina de Secretaria General,

adjuntando los siguientes documentos:

a.  Copia del acta de sustentacion indicando la modalidad de obtencion del titulo profesional.

b. Constancia de “no adeudo” de Bienes a la Universidad, bienes a los Laboratorios Basicos y de Especialidad, material bibliografico; dichos documentos deberan
ser refrendados por los responsables a cargo.
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