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RESUMEN

La presencia de las empresas mineras y la poblacion dedicada a la mineria
artesanal en el distrito de Phara, provincia de Sandia y region Puno, originan efluentes
residuales conteniendo mercurio y coliformes termotolerantes, que vendrian
incrementando sus valores en el rio Huari Huari, destinada a la conservacion del ambiente
acuatico. El estudio se realizé durante los meses de marzo - mayo del 2021 y presentaron
con el objetivo de: evaluar la concentracion de mercurio y recuento de coliformes
termotolerantes en aguas del rio Huari Huari en las proximidades de las zonas de actividad
minera en el distrito de Phara. El trabajo de investigacién fue de tipo descriptivo,
analitico, transversal y observacional. Se recolecté muestras de agua en cuatro puntos de
muestreo (P1 — rio Ccutini; P2 — confluencia de efluentes mineros y el rio Ccutini; P3 —
2 Km aguas abajo del P2 y P4 — Puente Purisima), segun el Protocolo Nacional para el
Monitoreo de Calidad de Recursos Hidricos Superficiales del Ministerio de Agricultura
y Riego y la Autoridad Nacional del Agua (2016), los andlisis se realizaron en la empresa
acreditada “Laboratorios Analiticos del Sur” de Arequipa, la cuantificacion de mercurio
fue evaluada mediante espectrofotometria ICP - OES vy las coliformes termotolerantes
mediante el método del nimero mas probable. Los resultados se contrastaron con los
Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para agua — categoria 4, destinados a la
conservacion del medio acuatico. Los datos fueron analizados mediante pruebas
estadisticas descriptivas como promedio, desviacion estandar, coeficiente de variabilidad
y pruebas inferenciales como pruebas de Kruskal Wallis con un nivel de confianza del
95%. El rio Huari Huari presentd concentraciones de mercurio menores a 0.00041 mg/I
siendo el limite de cuantificacién del método, considerando la norma ECA categoria 4 de
0.0001 mg/l; los recuentos de coliformes termotolerantes oscilaron entre 41.00 NMP/100
ml en el punto de muestreo P1 y 10,647.50 NMP/100 ml en el punto de muestreo P4,
existiendo diferencia estadistica y superaron los valores establecidos en los ECA. Se
concluye que la concentracion de mercurio en aguas del rio Huari Huari fueron menores
a 0.00041 mg/l, la actividad minera y la poblacion de mineros artesanales incrementan
los recuentos de coliformes termotolerantes en el rio Huari Huari, no siendo aptas para la
conservacion del medio acuético, desde el punto de vista bacteriano.

Palabras clave: Coliformes, mercurio, mineria, normas ECA para agua, rio Huari Huari,
Phara.
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ABSTRACT

The presence of mining companies and the population dedicated to artisanal
mining in the Phara district, Sandia province and Puno region, originate residual effluents
containing mercury and thermotolerant coliforms, which would be increasing their values
in the Huari Huari river, destined for the conservation of the aquatic environment. The
study was carried out during the months of March - May 2021 and presented with the
objective of: evaluating the concentration of mercury and count of thermotolerant
coliforms in the waters of the Huari Huari river in the vicinity of the mining activity areas
in the district of Phara. The research work was descriptive, analytical, cross-sectional and
observational. Water samples were collected at four sampling points (P1 — Ccutini river;
P2 — confluence of mining effluents and the Ccutini river; P3 — 2 km downstream of P2
and P4 — Puente Purisima), according to the National Protocol for the Monitoring of
Quality of Superficial Water Resources of the Ministry of Agriculture and Irrigation and
the National Water Authority (2016), the analyzes were carried out in the accredited
company "Laboratorios Analiticos del Sur" of Arequipa, the quantification of mercury
was evaluated by ICP - OES spectrophotometry and thermotolerant coliforms using the
most probable number method. The results were contrasted with the Environmental
Quality Standards (ECA) for water - category 4, intended for the conservation of the
aquatic environment. Data were analyzed using descriptive statistical tests such as
average, standard deviation, coefficient of variability and inferential tests such as Kruskal
Wallis tests with a confidence level of 95%. The Huari Huari river presented mercury
concentrations of less than 0.00041 mg/l, being the quantification limit of the method,
considering the ECA category 4 standard of 0.0001 mg/l; the thermotolerant coliform
counts ranged between 41.00 NMP/100 ml at the P1 sampling point and 10,647.50
NMP/100 ml at the P4 sampling point, there being a statistical difference and exceeding
the values established in the ECA. It is concluded that the concentration of mercury in the
waters of the Huari Huari river were less than 0.00041 mg/l, the mining activity and the
population of artisanal miners increase the counts of thermotolerant coliforms in the Huari
Huari river, not being suitable for the conservation of the environment aquatic, from the
bacterial point of view.

Key words: Thermotolerant coliforms, mercury, mining, ECA standards for water, Huari

Huari river, Phara.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El distrito de Phara, pertenece a la provincia de Sandia y regién Puno, en los
altimos afios su poblacion incrementd su dedicacion a la explotacion de oro, en los
alrededores de los tributarios Ccapac Mayo y Puly Puly, quienes forman el rio Huari
Huari, que desemboca en el rio Inambari. Segun el Diagndstico Ambiental del Gobierno
Regional de Puno (2012), la cuenca del rio Inambari viene recibiendo el vertimiento
directo de aguas residuales desde los camales, y muchas sustancias quimicas (querosene,
éter, acido sulfurico, entre otros) utilizadas en la transformacion ilicita de la coca, la
mineria informal, la poblacion de mineros artesanales y las empresas mineras formales,
alterando la calidad de agua debido a la presencia de metales pesados y coliformes
termotolerantes.

En la investigacion se planted determinar la concentracion de mercurio y el
recuento de coliformes termotolerantes en las aguas del rio Huari Huari del distrito de
Phara, para determinar si éste cuerpo acuatico cumple con los requisitos considerados
para el agua destinado a la conservacion del medio acuético (categoria 4, Estandares de
Calidad Ambiental para el Agua, Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM), tal como lo
considera la Resolucién Jefatural N° 056-2018-ANA, en razon de que la presencia de la
actividad minera formal y la poblacion ilegal e informal que viene dedicandose a la
extraccion de oro, estarian vertiendo sus efluentes mineros y aguas residuales al rio Huari
Huari, incrementando la carga bacteriana y de mercurio. Posteriormente las autoridades
competentes municipales y judiciales, locales y regionales, deben tomar las
consideraciones del caso y conservar la fuente de agua entre los parametros aceptables

segln las normas vigentes.
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La presente investigacion expone y contribuye al conocimiento que las aguas del
rio Huari Huari ubicado en la jurisdiccion del distrito de Phara, presentan recuentos de
coliformes termotolerantes elevados, superando los Estandares de Calidad Ambiental
(ECA) para agua (D. S. N° 004-2017-MINAM, categoria 4, conservacion del medio
ambiente), segun las observaciones in situ las principales causas serian los campamentos
mineros de personas que obtienen el oro de manera ilegal e informal mediante la
amalgama con mercurio 0 azogue como se le conoce en la zona, y el vertimiento de aguas
residuales y material fecal humana que produce dicha poblacion, en las proximidades de
la zona de estudio; por otro lado, las empresas mineras establecidas en la zona, vendrian
vertiendo sus efluentes al rio Huari Huari, pero se desconoce si son portadores de los
contaminantes reportados en la presente investigacion.

Con respecto a la concentracion de mercurio en las aguas del rio Huari Huari,
segun los resultados obtenidos por el laboratorio acreditado, estos se encontrarian con
valores inferiores a 0.00041 mg/l, siendo el limite de cuantificacion del método, en ese
sentido, no se logré afirmar si las aguas del rio en mencién, superaron los valores
establecidos por los ECA para agua en la categoria 4 (0.0001 mg/l).

Aceptandose la hipotesis planteada solo para el recuento bacteriano, que afirmaba
que los recuentos de coliformes termotolerantes superaban los valores de 2000 NMP/100
ml, respectivamente, establecidos en la categoria 4 de las normas ECA para agua.

Por tales motivos la investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la contaminacion por mercurio y coliformes termotolerantes en las

aguas del rio Huari Huari, distrito de Phara, provincia Sandia, region Puno.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar la concentracion de mercurio en aguas del rio Huari Huari en las
proximidades de zonas de actividad minera en el distrito de Phara.

- Determinar los recuentos de coliformes termotolerantes en aguas del rio Huari Huari.

14
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES
Antecedentes internacionales

Esmeralda & Zambrano (2018), reportaron que las aguas superficiales del rio
Carrizal (Ecuador) presentaron concentraciones de mercurio con promedios de 0.062
mg/l y 2.105 mg/l en el mes de febrero, de 0.246 mg/l y 0.094 mg/l en marzo y abril
respectivamente, considerandose la causa a los insumos quimicos utilizados en las
actividades agricolas, alterando la calidad del agua, por otro lado, Quintero & Gutiérrez
(2017), manifiestan que en el rio Caqueta (Colombia), realizan procesos de amalgamiento
del oro, que desembocan en el rio Mandur, que presenta altas concentraciones de mercurio
que oscilaron entre 0.17 ug/g y 0.72 pg/g, asimismo, Castelo (2015), registrd que en Quito
(Ecuador), el agua de consumo del cantdn Rumifiahui, niveles menores a 0.42 pg/l de
mercurio.

Sarabia et al. (2011), en el valle de San Juan de Potosi (México), registraron que
el agua de riego present6 arsénico 0.003 mg/l, cobre 0.01 mg/l, manganeso 0.01 mg/I,
plomo 0.01 mg/l, hierro 0.02 mg/l y coliformes termotolerantes 964.05 NMP/100 ml; en
otro estudio, Alvarez et al. (2008), en el rio Amajac (México), reportaron la
contaminacion con niquel de 0.004 a 0.016 mg/l, cobre de 0.002 a 0.009 mg/l, zinc de
0.004 a 0.009 mg/l, manganeso de 0.003 a 0.007 mg/l, plomo de 0.002 a 0.008 mg/I,
cadmio de 0.002 a 0.008 mg/I, nitrogeno total de 6.4 a 14.8 mg/l, fésforo total 0.2 a 13.6
mg/l, cloruros de 15.2 a 127.3 mg/l, sulfatos de 11.8 a 53.1 mg/l, carbonatos de 0.00 a
30.3 mg/l y bicarbonato de 231.8 a 1122.4 mg/l, a su vez, Fuentes et al. (2008), en el rio
Manzanares (Venezuela) determin6 temperaturas de 18.3 — 30.0 °C, pH de 6.04 — 8.88,

oxigeno disuelto de 1.7 — 7.0 mg/l, compuestos nitrogenados de 11 — 188 pmol/l y
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fosforados hasta 22 pmol/1, silicatos de 8 — 260 umol/1 y coliformes termotolerantes de
1 — 2.4 x 10" NMP/100 ml, adicionalmente, Posada & Arroyave (2006), indican que el
mercurio a concentraciones de 0.01 mg/l y 10.0 mg/l, tiene efectos en plantas acuéaticas
tropicales y los ecosistemas donde persisten, su biodisponibilidad esta sujeto a factores
que favorezcan su disolucidon en el agua, siendo toleradas y bioacumuladas en tejidos de
plantas acuaticas, llegando a la concentrarse en la cadena trofica.

Antecedentes nacionales

Camargo & Yanayaco (2018), en Huancavelica (Pert), indican que la
contaminacion por mercurio viene afectando la salud de sus habitantes, quienes poseen
una concentracion promedio de 5.1674 ug/l de mercurio en sus orinas y el 52.38 %
superaron los limites maximos permisibles (5 mcg/l de mercurio), pero no presentan la
sintomatologia tipica como dolor en la region orofaringea, nauseas, dolor abdominal,
diarrea sanguinolenta, anomalias neuroldgicas y disfuncion renal, en otro estudio
relacionado, Pacori (2018), en la ciudad de Sicuani — Cusco (Peru), las aguas de la zona
de captacion presentaron valores de pH de 7.40 — 7.54, dureza total 260.05 — 349.06 mg/I,
alcalinidad de 179.72 — 241.67 mg/l, cloruros de 60.62 — 96.76 mg/l, sulfatos 58.85 —
71.54 mg/l, conductividad eléctrica de 5.56 — 760 puS/cm, coliformes totales de 0 — 45.3
UFC/100 ml y coliformes termotolerantes de 0 — 2 UFC/100 ml.

Huillca (2018), en Huaquirca — Apurimac (Peru), reportd que las personas
expuestas por 12 meses a la mineria artesanal, presentaron cabellos entre 0.2 — 0.46 ug/g
de mercurio, con una exposicion entre 13 a 24 meses de 0.85 — 1.58 pg/g de mercurio y
con exposiciones de 25 a 48 meses, los valores fueron de 1.86 — 2.96 ug/g de mercurio,
todos por debajo de los niveles permisibles de la OMS, las probables causas se consideran
la bebida de agua de los productos fluviales, la manipulacion de azogue sin las medidas

de proteccidn y el consumo de trucha contaminada con mercurio, por otro lado, Aparicio,
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(2015), en el rio Tambopata — Madre de Dios (Per(), colectdé 163 muestras de peces y
cabellos humanos de personas dedicadas a la mineria y comerciantes de mercurio, y
determind que la concentracién de mercurio supera los limites establecidos por la OMS,
donde los consumidores de pescado estarian propensos a riesgos graves de
neurotoxicidad.

Antecedentes locales

Pérez (2017), reporta que las aguas del rio Crucero del distrito de Ananea — Puno
(Per0), contienen plomo entre 0.031 y 0.005 mg/l y los sedimentos presentaron de 0.860
mg/kg y 0.330 mg/kg de mercurio y plomo entre 55 y 20 mg/kg, por otro lado, Apaza
(2016), indica que las aguas del rio Suches de Cojata — Puno (Peru), presenta una ligera
contaminacion, al encontrar concentraciones por debajo de los limites permisibles y los
limites de deteccion (0.0002 pg/l), asimismo, el contenido de mercurio en los peces se
encuentran por debajo de los limites permisibles para el consumo humano.

Mullisaca (2013), reporté que las concentraciones de mercurio en aguas del rio
Azangaro — Puno (Pert) fueron de 0.00020 mg/l, estando debajo de los limites de los
ECA (0.001 mg/l) y en los sedimentos se determind concentraciones de mercurio de 1.5,
0.20 y 0.20 mg/kg, resultando superiores a los recomendados por la USEPA (0.15 mg/l),
en otro estudio relacionado, Chata (2015), en la cuenca del rio Coata — Puno (Peru),
menciond que el agua presentd concentraciones de mercurio inferiores a 0.0002 mg/l,
0.48 mg/I de arsénico, 0.014 mg/l de plomo y cadmio con cifras inferiores a 0.00050 mg/I,

ninguno superd los ECA para bebida de animales y riego de vegetales.

2.2 MARCO TEORICO
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2.2.1 Elagua

El agua es un recurso natural renovable indispensable para la vida, vulnerable y
estratégico para el desarrollo sostenible (Romero, 2009), es el méas importante de todos
los compuestos y uno de los principales constituyentes del mundo en que vivimos y de la
materia viva, casi las tres cuartas partes de nuestra superficie terrestre esta cubierta de
agua, aproximadamente del 60 a 70% del organismo humano, pues casi siempre contiene
sustancias minerales y organicas disueltas (OMS, 2006).

Sin embargo, el exagerado aumento del consumo de agua, comparado con el
incremento de la poblacion, esta provocando que su demanda sea un importante tema de
seguridad nacional en muchos paises (Figueroa, 2004), se conoce que es una sustancia
guimica compuesta de dos atomos de hidrogeno y uno de oxigeno y que puede presentarse
en cualquiera de los tres estados: liquido, gaseoso y solido (Sierra, 2011). El agua posee
las siguientes caracteristicas fisicoquimicas:

a. Potencial de hidrégeno. Se define como el valor negativo del logaritmo decimal
de la concentracion de ion de hidrogeno (Frank et al., 2000), ejerce un efecto
directo sobre el crecimiento microbiano y cada uno tienen un pH éptimo definido,
clasificandose asi en acidofilas si sobreviven a pH bajos y alcaléfilos si presentan
crecimiento a pH de 10 a 11, muy pocas especies de organismos sobreviven a pH
inferiores a 2 0 mayores de 10. La condicion &cida de algunas bacterias es
obligatoria, si son expuestas a pH neutros sufren la destruccién de su membrana
celular y mueren. Muchos habitats acuaticos naturales poseen un pH de 5a 9, lo
cual indica que los organismos de pH Optimo cercano a este se encuentran en gran
cantidad (Gonzales, 2012; APHA et al.., 1992).

b. Dureza. Es definida como sumatoria de cationes polivalentes que se encuentran

disueltos en el agua. Los cationes mas frecuentes son calcio y magnesio; aunque
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hierro, estroncio y manganeso contribuyen a la dureza. Sus valores se registran
como la cantidad equivalente de carbonato de calcio, las aguas suelen clasificarse
de acuerdo con el grado de dureza, y puede originar segun la geologia del area
donde se ubica el agua superficial, discurriendo a través de las calizas
incrementado su dureza ya que la lluvia disuelve a la roca y transporta los cationes
al sistema acuético (Frank et al., 2000). La dureza oscila entre cero y cientos de
miligramos por litro dependiendo de la fuente de tratamiento a que el agua haya
sido sometida (APHA et al., 1992).

Conductividad. Representa el valor que poseen las soluciones en conducir el
flujo de la corriente eléctrica, que depende de la presencia de iones, su
concentracion y la temperatura de medicién. La gran mayoria de los acidos, bases
y sales inorganicos son buenos conductores de electricidad, a diferencia de
aquellos que no se disocian en soluciones acuosas y son malos conductores de la
corriente (Londofio et al., 2010; APHA et al., 1992).

Alcalinidad Total. Es la capacidad que presenta el agua para neutralizar acidos y
constituye la suma de todas las bases titulables, el valor medido puede variar
significativamente con el pH (APHA et al., 1992). Los constituyentes quimicos
de la alcalinidad en las aguas naturales son bicarbonato, carbonato, e iones de
hidroxilo y estos se originan a partir de la descomposicion microbiana de la
materia organica y los minerales en origen litico desde las rocas y los suelos
(Frank et al., 2000). La alcalinidad es importante durante el proceso de tratamiento
del agua, en razén de que segun la concentracion que posee, se establece la
dosificacion de los productos quimicos utilizados sea cal hidratada o sulfato de
aluminio para aumentar o disminuir la alcalinidad, respectivamente (Ministerio

de Salud — Brasil, 2013).
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Cloruros. Es un anion inorganico abundante en aguas de desecho y naturales. El
contenido de cloruros normalmente se incrementa con el aumento de los
minerales. Los cloruros en una proporcion razonable no son dafiinos para la salud,
concentraciones por encima de 250 mg/l dan sabor salino al agua, haciéndola
desagradable para el consumo humano (Londofio et al., 2010). Altas
concentraciones de cloruros pueden restringir el uso del agua en razon del sabor
que le confieren y por el efecto laxativo, pueden provocar diarreas (Ministerio de
Salud — Brasil, 2013).

Sulfatos. Son componentes naturales de agua, un alto contenido de sulfatos puede
proporcionar sabor al agua y causar un efecto laxante, este efecto es mas
significativo en nifios y consumidores no habituales (OPS, 2005). Es importante
debido a que se puede constituir en un problema durante el tratamiento de aguas
residuales, ya que originaria olor y corrosién de las alcantarillas, producto de la
reduccion de sulfatos a sulfitos de hidrégeno en condiciones anaerdbicas
(Londoiio et al., 2010).

Nitratos y nitritos. Son indicadores valiosos de la calidad del agua, se relacionan
con el ciclo del nitrdgeno que sucede en el suelo y en las plantas superiores, a
pesar de ser afiadidos mediante los fertilizantes incrementando sus valores. Los
nitritos se originan por la biodegradacion del nitrogeno amoniacal, los nitratos u
otros compuestos organicos gque contienen nitrégeno y representa un indicador de
contaminacion fecal de una muestra de agua. A los nitratos no se les considera
toxicos, pero el consumo de cantidades grandes originan un efecto diurético. Por
otra parte, los nitritos pueden originar sustancias cancerigenas como las
nitrosaminas, que al interaccionar con los globulos rojos sanguineos producen

metahemoglobinemia impidiendo el transporte de oxigeno (Romero, 2009).
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2.2.2 Categorizacion de las aguas de rio Huari Huari segun los Estandares de

Calidad Ambiental (ECA).

El rio Huari Huari segun la Resolucion Jefatural N° 056-2018-ANA, de fecha 13
de febrero del 2018, esta catalogada como cuerpo de agua continental superficial en el
numeral 1079, su cddigo de curso es el N° 466488, posee una longitud de 170.03 Kmy
estd ubicada en la categoria 4, la cual se ubica en la Unidad Hidrogréfica de la Cuenca
Inambari.

La categoria 4 en las normas de Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para
agua, esta destinada a la conservacion del ambiente acuético, es decir son cuerpos de
aguas superficiales fragiles, o bien son zonas de amortiguamiento o area natural
protegida, donde sus propiedades requiere ser protegidas. Ademas, dentro de la categoria
4, existe la subcategoria E2: Rios, estos cuerpos acuaticos son catalogadas como fuentes
de rios y sus tributarios, que se ubican en la vertiente del pacifico, el Titicaca y oriental
de la Cordillera de los Andes, sobre los 600 msnm.

2.2.3 Contaminacion del agua por mercurio

El mercurio es el metal de mayor toxicidad (Laino et al., 2015); es un
contaminante asociado con la mineria aurifera de manera artesanal (Diaz, 2014) y, a pesar
de que su utilidad es ilegal en varios paises, en otros como en Per( todavia se viene
ampliamente utilizando como en varios paises de Latinoamérica, Africa y Asia
(Hammond et al., 2013), ya que es muy eficiente en la separacion del oro, debido a su
facil manejo y su bajo costo (Adjei et al., 2015). EI mercurio no puede ser descompuesto
ni degradado hasta sustancias inocuas, solo cambia de estado y de naturaleza quimica,

implicando que su ingreso a la biosfera originara dafios en la cadena tréfica (PNUMA,
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2005). Razones por la cual es una preocupacion muy importante a nivel mundial en
términos de contaminacion (Donkor et al., 2015).

Los metales pesados estan ubicados en la tabla periddica de los elementos
quimicos como de alta densidad siendo mayor a 4 g/cm®, su masa y su peso atdmico
supera los 20, son muy téxicos inclusive a bajas concentraciones. Entre ellos se
mencionan al aluminio, cobre, berilio, hierro, cadmio, manganeso, plomo, mercurio, entre
otros (Londofio et al., 2016). En la actualidad los metales pesados constituyen el principal
problema ambiental de la contaminacion de fuentes hidricas en todo el mundo, debido a
que origina la toxicidad de seres vivos en los rios, por tal razén son considerados un gran
problema para la poblacion que se abastecen de dichas fuentes acuaticas, éstos metales
proceden de las actividades antropogénicas, incrementando los efectos nocivos sobre
sistemas ecoldgicos y el medio ambiente, que son el soporte de la vida humana y que
acarrea problemas econdémicos a nivel local y nacional, ya que se incrementan los costos
de las terapias médicas y ulteriormente la disminucién de la productividad de la poblacion
de la zona (Cartaya et al., 2008).

Entre los factores que llegan a afectar los ecosistemas por contaminacion de
metales pesados, se mencionan a las actividades humanas destacando generalmente las
operaciones mineras y de fundicion, adicionadas a las actividades industriales y urbanas
(Vilchez, 2005), donde se presenta una tasa de contaminacion acuatica alrededor de los
200 millones de m® de manera diaria (Reyes et al., 2016). Este hecho desencadena a
grandes problemas como la fisiologia de las plantas debido a que se depositan en los
suelos irrigados por los rios, entre estas manifestaciones se encuentran la disminucion del
crecimiento o la clorosis que viene a ser el amarillamiento de las hojas (Azpilicueta et al.,
2010), en los seres humanos los efectos pueden ser erupciones cutaneas, malestares

gastricas y ulceras, debilitamiento del sistema inmune, problemas respiratorios, dafios al
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higado y los rifiones, afecciones cardiacas, cancer de pulmoén, alteraciones o6seas,
testiculares, del sistema nervioso central y periférico llegando a la muerte (Nava &
Mendez, 2011).

Los metales pesados son liberados hacia los ecosistemas acuéticos y a los suelos
a causa de las diversas actividades antropogénicas es una amenaza para los seres
humanos, las plantas y los animales, a causa de su persistencia, la capacidad de
bioacumulacién, la propiedad no biodegradable y su toxicidad a bajas concentraciones
(Ahmed et al., 2013). Estos metales al estar presentes en los diversos ecosistemas son
preocupantes, en razon de que los seres vivos requieren de un adecuado equilibrio en su
alimentacion o de vivienda. La actividad que desarrolla la persona, es la fuente de su
contaminacion, tal es el caso del cromo, un compuesto muy usado en las industrias como
en el revestimiento plastico, galvanoplastia, curtido y acabado de cueros, pigmentos y
como conservantes de madera (Mohan et al., 2006); el cadmio es usado en la industria en
la fabricacién de baterias de material niquel — cadmio, en la formulacion de agentes
anticorrosivos y de los pigmentos (Al Hamouz et al., 2017). ElI mercurio tiene las
siguientes fuentes de contaminacién entre ellos las descargas humanas, la deposicién
atmosférica, erosion, mineria, los insumos agricolas, las emanaciones industriales y de
combustion. En las aguas subterraneas naturales y superficiales, su contenido es inferior
a 0.5 pg/l, sin embargo, en aguas residuales descargadas de depdsitos minerales la
concentracion de mercurio incrementa (Wu et al., 2016). Por otro lado, el plomo es
liberado al ambiente a causa de industria minera y la quema de combustibles fésiles, en
la fabricacion de baterias, municiones, productos metalicos y dispositivos para la
proteccion frente a los rayos X (Mohammad et al., 2017).

El mayor aporte de la contaminacion de las aguas por metales pesados de debe a

las aguas residuales de diversas actividades antropogénicas industriales, cada dia
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incrementa el grado de contaminacién de las fuentes de agua a consecuencia del uso de
metales en la industria, aumentando la concentracion de metales en el agua, como
consecuencia de ello aumenta el riesgo en los seres humanos y organismos vivos debido
a que quedan expuestos a los metales, lo cual es preocupante si consideramos que los
niveles permisibles en el agua para consumo humano el mercurio, plomo y cromo se
encuentran establecidos en 1.0 pg/l, 10 pg/l y 50 pg/l respectivamente, segun las
normatividades colombianas como la legislacion RD 140/03 y la NTC 183 (Instituto
Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion, 2011); y se establece como valores
maximos de 2.0 pg/l, 15 pg/l'y 100 pg/l, respectivamente, segin la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (USEPA, 2019).

Las zonas mineras se constituyen en importantes fuentes de dispersion del
mercurio hacia los sistemas acuaticos contribuyendo a la contaminacion por
metilmercurio, ésta es la forma mas tdxica que el propio mercurio elemental, su origen se
encuentra en la metilacion del mercurio inorganico por la accion bacteriana (Segovia &
Eulegelo, 2015); luego es propenso a acumularse en organismos acuaticos, también
denominado bioacumulacién, y en concentraciones mayores puede ascender a niveles
troficos superiores, también llamado biomagnificacién, llegando al riesgo de afectar a los
humanos al consumir organismos contaminados con metilmercurio (Laino, 2015).

Loza & Ccancapa (2020), afirman que en muchas zonas mineras de la region
Puno, las concentraciones de mercurio fundamentalmente en sedimentos de los rios
poseen extremadamente altas concentraciones de mercurio, que superan los limites
establecidos por los Estdndares Canadienses de Calidad Ambiental (CEQG) en todas las
zonas de muestreo e inexorablemente en el territorio denominado Lunar de Oro. Los
indices de geoacumulacion y el potencial de riesgo ecologico revelan ser riesgo

toxicoldgico para los seres vivos silvestres y la salud de la poblacion, se constituye en
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una potencial amenaza en toda el area de cuenca, ya que el ingreso de estos efluentes
mineros contribuye ampliamente a las cifras de metilacion e inclusive la bioacumulacion
asi como la biomagnificacion, principalmente en los cuerpos o ambientes receptores.
2.2.4 Contaminacién del agua por coliformes termotolerantes

Las enterobacterias son parte de una gran familia y muy diversa de bacilos Gram
negativos, entre formas de vida libre y flora normal en seres humanos y animales. Algunas
adaptadas especificamente a los seres humanos. Las enterobacterias crecen con rapidez
bajo las condiciones aerobias y anaerobias y tiene actividad metabdlica (Ryan et al.,
2011).

Por otro lado, son bacterias bacilares, de la familia Enterobacteriaceae, Gram
negativas anaerobias y aerobias y se adaptan en ambientes adversos. Adicionalmente las
coliformes se pueden encontrar en el suelo viviendo como saprofitos independientes de
esta manera para separar los géneros de origen fecal (Gonzéles, 2012), menciona que son
habitantes intestinales en el hombre y animales de sangre caliente, pero también
ampliamente distribuidas en la naturaleza, especialmente en suelos, semillas y vegetales.
El grupo coliformes esta formado por los siguientes géneros: Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter y Citrobacter (Hernandez, 2012). Entre las enterobacterias existen
numerosas especies que son patdgenos para el hombre, animales y plantas, Escherichia
coli es el organismo mas conocido debido a la importancia médica de las enterobacterias
(Madigan et al., 2012).

Las coliformes se constituyen en indicadoras de contaminacion fecal, su presencia
revela la existencia de bacterias, protozoos, virus y quistes de metazoarios. Las bacterias
responden a diversos factores ecologicos, que pueden influyen su permanencia y su
sobrevivencia, el caso de las bacterias coliformes fecales, es que estan adaptadas para

vivir en el tracto gastrointestinal, el cual es considerado como un habitat primario, a pesar
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de ello puede sobrevivir en el agua residual y cuerpos acuaticos receptores, quienes son
considerados héabitats secundarios (Savichtcheva & Okabe, 2006).

El ensayo de coliformes termotolerantes (CTT) se establecié con base en la
capacidad de las bacterias coliformes termotolerantes, Escherichia coli, de producir gas,
en medio EC (Escherichia coli), al ser incubadas a 44.5 £ 0.2 °C durante 24 * 2 horas,
también se usa la capacidad de las bacterias fecales para producir gas en medio Al al ser
incubadas por tres horasa 35+ 0.5 °C y por 21 + 2 horas a 44.5 £ 0.2 °C (Romero, 2000).

La materia fecal humana y animal posee gran variedad de microorganismos
enteropatdgenos entre ellos se citan a Campylobacter, Shigella, Salmonella, Aeromonas,
Yersinia, Francisella, Pasteurella, Vibrio, Leptospira, protozoarios y varios virus, al ser
descargados hacia las aguas naturales, su presencia indicaria contaminacién fecal,
constituyéndose en un peligro de trasmision de enfermedades para la poblacién (Borrego
et al., 1990). Las bacterias enteropatdégenas poseen recuentos bajos en aguas naturales,
por tal razon su deteccion en el laboratorio es lograda con cierta dificultad, pero sus
procedimientos de cultivo y su aislamiento son complejas y muy laboriosas, en ese
sentido se disefiaron técnicas microbioldgicas para un correcto analisis de agua basandose
en la deteccién de otros microorganismos que también se encuentran presentes en la
materia fecal y pueden ser utilizados como indicadores (Borrego et al., 1990).

Las coliformes, los enterococos y la Escherichia coli son manejados como
indicadores de contaminacion fecal, pero su uso presenta desventajas, en razon de que se
reportaron casos de enfermedades entéricas a causa de consumo de agua, pero sin haberse
aislado coliformes y ninguno de ellos es indicador de contaminacion viral (Borrego et al.,
1987). En ese sentido los virus que infectan a Escherichia coli reconocidos con la

denominacion de colifagos se constituyen en excelentes indicadores de contaminacién
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por materia fecal. La presencia de colifagos en muestras de heces humanas y en sistemas
de desagties es muy frecuente y su deteccidn es facil y rapida (Cornax et al., 1991).

Los diversos usos del agua y el incremento de la poblacion contribuyeron al
aumento de los valores de contaminacion en los ecosistemas acuaticos. La contaminacion
acuatica es un problema fundamental y presente, y posee como causa principal el
vertimiento de los desechos industriales y domésticos, siendo estos el origen de la
degradacion del ambiente. La calidad microbiana del agua de consumo humano y de los
vertidos, necesitan de analisis para determinar la persistencia de los microorganismos
perjudiciales o patdgenos. Las bacterias indicadoras nos permiten llevar a cabo la
clasificacion sanitaria de las aguas segun sus usos, la determinacion de los criterios para
establecer las normas de calidad, la identificacion de los contaminantes, el control de los
procedimientos de tratamiento de agua y de los estudios epidemioldgicos (Larrea et al.,
2013).

La calidad sanitaria de los cuerpos acuaticos se realiza por medio del recuento
bacteriano de contaminacion fecal, con ello también se valora la calidad alimentaria,
aguas de consumo humano, los sedimentos, la recreacion, la agricultura y la industria. No
existe un indicador universal de contaminacién fecal, por tanto, se debe seleccionar el
mas apropiado segun el estudio que se desea realizar (Bachoon et al., 2010), siendo los
indicadores de contaminacion fecal mejor utilizados las coliformes totales y
termotolerantes, Escherichia coli y los enterococos (Rossen et al., 2008).

Gonzalez et al. (2010) y Méndez et al. (2010), manifiestan que existen numerosas
limitaciones relacionadas a la aplicacion de las bacterias como indicadores, ya que poseen
una escasa supervivencia en los cuerpos acuaticos y en fuentes no fecales, tiene la
habilidad de multiplicarse luego de su liberacion hacia una columna de agua y su

debilidad a los procesos de desinfeccion, entre otras. Ante ello se utilizan indicadores
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alternativos como las bacterias anaerobias fecales (Bacteroides spp., Bifidobacterum spp.,
Clostridium perfringens), virus como los colifagos y componentes organicos de la materia
fecal como el coprostanol (Mushi et al., 2010). Los microorganismos indicadores tienen
un comportamiento similar a los patégenos cuando se refiere a su concentracién en el
aguay su reaccion ante los factores ambientales, en contraste son mas faciles, mas rapidos
y mas econdmicos en su identificacién (Méndez et al., 2010). Luego de demostrar la
presencia de los grupos indicadores, se lograria inferir qué microorganismos patdgenos
se encuentran en el cuerpo acuéatico y cual es su comportamiento frente a diferentes
factores como el pH, la presencia de nutrientes, la temperatura y el tiempo de retencién
hidrica (Avila de Navia & Estupifian, 2009).

Las coliformes son adecuadas como indicadores de contaminacién fecal, gracias
a que forman parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal humano como de
animales homeotermos, con grandes cantidades en cada uno de ellos y son un grupo
heterogéneo diverso de muchos géneros y especies, pero todas las coliformes pertenecen
a la familia Enterobacteriaceae (Santiago et al., 2012). Las coliformes termotolerantes,
soportan temperaturas de 45 °C, en tal sentido comprenden un numero reducido de
bacterias, y son indicadores de calidad debido a su origen, la gran mayoria representada
por Escherichia coli, pudiendo encontrar también de manera menos frecuente a las
especies Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae, por tanto son parte de las
coliformes termotolerantes, pero su origen normalmente es de naturaleza ambiental, es
decir procede de fuentes de agua, vegetacion y suelos y ocasionalmente son parte de la
microbiota normal.(Santiago et al., 2012).

Muchos autores utilizan el término de coliformes fecales, que deberia ser
sustituido por coliformes termotolerantes (Narvédes et al., 2008). Las coliformes

termotolerantes se encuentran dentro de las coliformes totales, diferenciandose en ser
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indol positivos, y tienen temperatura 6ptima de crecimiento de 45 °C e indican la higiene
de los alimentos y el agua. La presencia de coliformes termotolerantes indican existencia
de contaminacién fecal de origen humano o de animal, en razén de que las heces
contienen éstas coliformes que estan presentes en la microbiota intestinal, siendo
Escherichia coli la mas representativa llegando entre el 90 al 100 % (Carrillo & Lozano,
2008).

Escherichia coli es la més abundante entre las bacterias anaerobias facultativas,
en las heces se excretan diariamente entre 10% - 10° UFC/g razon por la cual son usadas
como indicadoras de contaminacion fecal (Larrea et al., 2009). Carrillo y Lozano (2008)
reportan que sintetizan la enzima -D-glucuronidasa (GUD), que tiene la funcion de
degradar al compuesto 4-metilumberiferil-8-D-glucurénico (MUG), dando origen a la 4-
metilumbeliferona, asimismo, sintetizan indol desde tript6fano, en un tiempo de 21 + 3
horas a 44 + 0.5 °C, también presentan la enzima B-D-galactosidasa (GAL), que reacciona
de forma positiva con el indicar de pH rojo de metilo, llegando a la descarboxilacion del
acido L-glutamico.

Escherichia coli tiene un tiempo de sobrevivencia aproximado de dos dias en un
habitat primario, en ese sentido no vive en ambientes inertes, pero el ingreso continuo de
residuos humano y animal mantiene estable la poblacion bacteriana. En el habitat
secundario de mantienen debido al constante ingreso de microorganismos desde el habitat
primario, pero la carencia de nutrientes y las condiciones ecologicas adversas como los
templados evitan que pueda realizar su division celular fuera del hospedante animal, por
tanto, se puede afirmar que Escherichia coli no vive fuera de los seres vivos hospedantes
y que su presencia resulta del ingreso de desechos animales y el hombre (Winfield &

Grosman, 2003).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONA DE ESTUDIO

El distrito de Phara, (Figura 1), se ubica en la provincia de Sandia, region de Puno,
posee tres zonas, la sierra, la ceja de selva y selva (valle Melgar), se encuentra localizada
entre las coordenadas 14° 09’ 50” de latitud Sur y 69° 40’ 00” de longitud oeste y una
altitud de 3,450 msnm. Su capital es la localidad de Phara, se encuentra establecida en las
faldas del cerro Ch’atasenqa (Municipalidad Distrital de Phara, 2020). Segin
comunicaciones personales recogidas en la localidad de Phara, la poblacion se dedica
mayoritariamente a laborar en actividades de mineria informal, aunandose a ellos las
empresas mineras establecidas en su jurisdiccién originan la contaminacion de sus

cuerpos de aguas como lo son los rios Ccapac Mayo y Puly Puly.

AN PEDRO DE PUTINA PUNCO

Figura 1. Ubicacion geografica del distrito de Phara en la provincia de Sandia, region
Puno (Municipalidad Distrital de Phara, 2020).
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En la Figura 2, se presenta un esquema de los puntos de muestreo en diferentes
zonas del rio Huari Huari, el cual desemboca en el rio Inambari. El rio Huari Huari recibe
los efluentes de las empresas mineras Santa Fe y Sagrado Cuna Cuna (Figura 6) siendo
ésta el punto de muestreo 2 (P2), a continuacidn, la corriente discurre al punto de muestreo
3 (P3) que tiene la denominacion de “a 2 Km del punto 2 aguas abajo” y finalmente al
punto de muestreo 4 (P4) denomina Puente Purisima, asimismo en alrededores del rio
Huari Huari estan asentados mineros informales que explotan oro, utilizando el azogue o
mercurio para la obtencion del preciado metal y sus efluentes también llegarian al rio en
evaluacion (Figura 8). Como zona control fue el rio Ccutini considerada el punto de
muestreo 1 (P1), el cual no tiene influencia de contaminacion de las empresas mineras y

los informales.

Rio Huari Huari

Rio
Inambari

Figura 2. Ubicacién de los puntos de muestreo en el rio Huari Huari (P1, P2, P3y P4)

que desemboca en el rio Inambari (Googlemap, 2020).

3.2 DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION
El disefio de investigacion fue observacional — transversal, en razon de que se
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realizé el registro de datos de la concentracion de mercurio y los recuentos de coliformes
termotolerantes en un tiempo determinado, las evaluaciones se realizaron durante los
meses de marzo y mayo del afio 2021 en cuatro puntos de muestreo en el rio Huari Huari.

La investigacion fue de tipo descriptivo y explicativo, descriptivo porque se
realizé la descripcion de los resultados de la concentracidén de mercurio y el recuento de
coliformes termotolerantes en cada zona de muestreo y explicativo porque se determind
las causas de la presencia de los dos contaminantes antes mencionados (Hernandez et al.,
2014).

3.3 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion fue constituida por las aguas del rio Huari Huari, la cual fue infinita,
en tal sentido, se establecié un muestreo no probabilistico intensional por criterio, para
ello se disefid la distribucion de las unidades de muestreo, tal como se observa en la Figura
2ylaTablal.

Esta investigacion se realizo en la jurisdiccion del distrito de Phara, provincia de
Sandia, region Puno, la cual se encuentra ubicada en la zona quechua, ceja de selva y
selva, estd ubicada en las coordenadas 14° 09’ 50” de LS y 69° 40’ 00” de LO del
Meridiano de Greenwich y a una altitud de 3450 msnm, entre los distritos de Limbani y
Patambuco.

Las muestras colectadas de las aguas del rio Huari Huari fueron enviadas a la
institucion acreditada por INACAL - Pert, “Laboratorios Analiticos del Sur” de la ciudad
de Arequipa, para ello se cumplié con recomendaciones realizadas por el laboratorio de
analisis, tanto para la determinacion de mercurio y el recuento de coliformes
termotolerantes.

En la Tabla 1, se presenta la distribucion de coleccion de agua por puntos de

muestreo y meses de evaluacion. Como se explicO anteriormente se determind
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concentracion de mercurio y los recuentos de coliformes termotolerantes en los puntos de
muestreo P2, P3 y P4, las cuales fueron contrastadas con el punto de muestreo P1, quien
no posee influencia minera. Por otro lado, se considero la evaluacion en el mes de marzo,
ya que la actividad minera es mayor y se observaria mejor los resultados a evaluar;
mientras tanto, la siguiente evaluacion fue en el mes de mayo en razén de que es un mes
de transicion y las lluvias tienden a disminuir concentrandose los contaminantes.

En cada mes se realizaron un total de siete muestreos, en el punto de muestreo rio
Ccutini considerado como punto de control en la presente investigacion, se realiz6 un solo
muestreo en cada mes de tal manera que se llegd a las 2 repeticiones en dicha zona. A
continuacion, se realizaron dos muestreos en cada uno de los restantes puntos de muestreo
como la confluencia de los rios Ccutini y efluentes mineros (P1), a 2 kilémetros del punto
2 aguas abajo (P3) y el puente Purisima (P4), respectivamente, los cuales hicieron un total
de 14 muestreos. En todos los puntos de muestreo solo se realizaron dos repeticiones en
razon de que los andlisis se realizaron en un laboratorio acreditado de la ciudad de
Arequipa.

Tabla 1. Distribucion de recoleccion de aguas del rio Huari Huari por puntos y meses de

muestreo.

Meses de muestreo

Puntos de muestreo Marzo Mayo
R1 R2 R3 R4
P1 1 -- 1 --
P2 1 1 1 1
P3 1 1 1 1
P4 1 1 1 1

Donde: -- = No se realizaron las repeticiones R2 ni R4; P1= Rio Ccutini (14°06'44.7" Sur

y 69°34'14.8" Oeste); P2=Confluencia de los rios Ccutini y efluentes mineros

(14°05'11.6™ Sury 69°30'33.8" Oeste); P3= A 2 Km del punto 2 aguas abajo (14°01'41.8"

Sur 'y 69°28'00.5" Oeste) y P4=Puente Purisima (14°00'58.8" Sur y 69°25'03.3" Oeste).
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3.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO EN
AGUAS DEL RIO HUARI HUARI
3.4.1 Muestreo de agua

Los procedimientos para muestrear las aguas, fueron las recomendadas por el
Protocolo Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los Recursos Hidricos
Superficiales (MINAGRI — ANA, 2016), donde la toma de muestra de agua natural se
realiz6 en una cantidad de 400 ml en frascos esterilizados y enjuagados con agua
desionizada y se realizé en los puntos de control a una profundidad de 30 cm, en dos
frascos limpios y esterilizados, uno para analisis de mercurio y otro para coliformes
termotolerantes. Antes de la colecta del agua los frascos se enjuagaron 3 veces
contracorriente al rio, a continuacion, los frascos fueron rotulados debidamente, asi como
también georreferenciados con un GPS. A continuacién, se dispuso en un cooler bajo
refrigeracion (Esmeralda & Zambrano, 2018), para su envio a la empresa acreditada
Laboratorios Analiticos del Sur de la ciudad de Arequipa para el andlisis de mercurio
(Figura 7).

Para el muestreo del agua se considerd lo siguiente: la muestra no debié tener
particulas grandes, desechos, hojas u otro tipo de material accidental, la colecta del agua
se realiz6 con la boca del frasco contra la corriente, no se expuso al polvo u otras
impurezas, se realizd con manos limpias y guantes descartables, inmediatamente después
de la recoleccion, las muestras se conservaron fuera del alcance de la luz solar, el
transporte se realizo con hielo, se registro la informacion de campo y se completd una
ficha de recoleccion.

3.4.2 Concentracion de mercurio en aguas del rio Huari Huari
a. Metodo. Espectrofotometria ICP - OES (NMX-AA-051-SCFI-2001).

b. Fundamento. El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) es una fuente de
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ionizacién adjunto al espectrofotémetro de emision optico (OES), ambos constituyen
el equipo integrado de ICP-OES. En esta técnica, se introduce de manera continua
una muestra liquida, luego es nebulizada a manera de aerosol transportado por el gas
argon a la antorcha del plasma, que es acoplado inductivamente por radio frecuencia.
En el plasma, gracias a las altas temperaturas generadas, los analitos se atomizan e
ionizan generando espectros de emision de &tomos mediante lineas caracteristicas.
Dichos espectros se dispersan por la difraccion y un detector sensible a la luz se
encarga de la medicidn de las intensidades de las lineas, toda esa informacion es
procesada por el sistema informatico (Gaitan, 2004).
c. Procedimientos:

Digestién de las muestras. Las aguas se homogenizaron, a partir de ella se tomaron
alicuotas de 100 ml, que fueron traspasados a un vaso de precipitado, se adicion6 3
ml de HNO3z concentrado (Merck), cubriendo la preparacion con una luna de reloj de
vidrio, pasandose hacia una placa de calentamiento, evaporandose hasta casi llegar a
la sequedad, haciendo que no logre hervir (5 ml). A continuacion se agregé 5 ml
adicionales de HNOz concentrado, luego se enfrio a la temperatura ambiental,
seguidamente se volvio a la placa de calentamiento, incrementando su temperatura
hasta lograr el reflujo, Ilegandose a completar hasta la digestion total obteniéndose
un residuo color claro, a continuacion se agrego 2 ml de HNO3 concentrado, se subid
la temperatura hasta lograr la disolucion del residuo, las paredes de los vasos y las
lunas de rejos fueron lavadas con agua destilada, se filtraron con la finalidad de
eliminar silicatos y sus residuos, finalmente, se afor6 a 100 ml con agua destilada, se
enfrié a temperatura ambiente y se refrigerd.

Elaboracion de curvas estandar. Antes de iniciar esta experiencia se realizaron los

calculos estequiométricos necesarios para la preparacion de soluciones patron de
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concentraciones conocidas (Christian, 2009) de mercurio, a partir de soluciones
patrén de referencia de las fuentes comerciales (Rodier, 1990).