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RESUMEN 

El cantón Portovelo de la Provincia del Oro es la zona aurífera más importante del Ecuador. 

La explotación de oro en esta zona, inició en el siglo XIX y desde entonces, esta actividad ha 

generado daños al ecosistema y la salud humana debido a la remoción y utilización de 

material contaminantes de alta toxicidad que, por falta de protocolos eficientes en la 

disposición final de desechos, terminan acumulándose en las cuencas hidrográficas cercanas, 

desencadenando consecuencias adversas debido a la bioacumulación de estos metales 

pesados en la biota. De hecho, estudios preliminares han demostrado elevadas 

concentraciones de algunos metales pesados no esenciales (Hg, Pb, As, Mg, Zn, Cd), en los 

cantones Zaruma y Portovelo de la provincia de El Oro desde el nacimiento de los ríos Calera, 

Amarillo y Pindo, a lo largo de la cuenca, hasta llegar al río Puyango, donde se registran los 

valores más bajos de estos elementos. 

El objetivo de esta investigación fue determinar la toxicidad de los metales pesados presentes 

en aguas del río Calera, usando el nematodo Caenorhabditis elegans como bioindicador 

toxicológico mediante ensayo mortalidad in vitro. 

La concentración de metales pesados se determinó a partir de 4 muestras de agua a lo largo 

del río Calera, una muestra a la salida de la planta procesadora de oro antes de desembocar 

al río, y una muestra de sedimento del río. Para la cuantificación de los metales pesados -

Mercurio (Hg), Plomo (Pb), Arsénico (As), Cadmio (Cd)- se empleó la técnica de 

espectroscopia de absorción atómica.  

Los resultados obtenidos revelaron que en ninguna de las estaciones muestreadas a lo largo 

del río las concentraciones de metales pesados fueron superiores a las establecidas en los 

estándares de calidad ambiental de referencia (Hg≤0,001; Pb≤0,05; As≤0,05; Cd≤0,001) 

mg/L. Sin embargo, en las muestras obtenidas en la salida de la planta procesadora, se 

evidenciaron concentraciones de (Hg 0.180; Pb 0,090; Cd 5,021; As 45,831) superiores a los 

límites permisibles de metales pesados, al igual que en la muestra de los sedimentos del río 

donde hubo una concentración de (Hg 0,121; Pb 5,630; Cd 4,254; As 78,142). 
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Para el ensayo de mortalidad se empleó el nematodo Caenorhabditis elegans, cepa N2, el 

cual fue expuesto durante lapsos de tiempo de 12, 24, 36 y 48 horas a diferentes diluciones 

(100%, 50%, 25%, 5% y 2,5%) de agua de las muestras obtenidas, para obtener la 

concentración letal media (CL50). La exposición de C. elegans a las muestras provenientes 

de las estaciones seleccionadas a lo largo del río Calera durante las 48 horas no produjeron 

mortalidad. Por el contrario, en la muestra de agua proveniente de la salida de la planta 

procesadora en la desembocadura al río y la de sedimentos, la mortalidad registrada del 

organismo bioindicador al cabo de los lapsos de tiempo probados fue ≥50% en todas las 

diluciones ensayadas, revelando que los vertidos de las aguas residuales al río representan un 

grave riesgo para el medio ambiente, biodiversidad y la salud humana. 

Se hipotetiza que la ausencia de concentraciones peligrosas de metales pesados en el agua 

del río se podría explicar como consecuencia de la precipitación de los metales pesados al 

fondo del lecho del río. 

Palabras Claves: Caenorhabditis Elegans, Toxicidad, Metales pesados, Bioindicador 
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ABSTRACT 

The Portovelo canton of the Gold Province is the most important gold-bearing zone in 

Ecuador. The exploitation of gold in this area began in the XIX century and since then, this 

activity has caused damage to the ecosystem and human health due to the removal and use 

of highly toxic polluting material that, due to lack of efficient protocols in the disposal final 

waste, they end up accumulating in nearby watersheds, triggering adverse consequences due 

to the bioaccumulation of these heavy metals in biota. In fact, preliminary studies have shown 

high concentrations of some non-essential heavy metals (Hg, Pb, As, Mg, Zn, Cd), in the 

Zaruma and Portovelo cantons of the El Oro province from the source of the Calera and 

Amarillo rivers. and Pindo, along the basin, until reaching the Puyango River, where the 

lowest values of these elements are recorded. 

The objective of this research was to determine the toxicity of heavy metals present in the 

waters of the Calera River, using the nematode Caenorhabditis elegans as a toxicological 

bioindicator by in vitro mortality assay. 

The concentration of heavy metals was determined from 4 water samples along the Calera 

River, a sample at the outlet of the gold processing plant before flowing into the river, and a 

sediment sample from the river. For the quantification of heavy metals - Mercury (Hg), Lead 

(Pb), Arsenic (As), Cadmium (Cd) - the atomic absorption spectroscopy technique was used. 

The results obtained revealed that in none of the stations sampled along the river the 

concentrations of heavy metals were higher than those established in the reference 

environmental quality standards (Hg≤0.001; Pb≤0.05; As≤0.05 ; Cd≤0.001) mg / L. 

However, in the samples obtained at the output of the processing plant, concentrations of (Hg 

0.180; Pb 0.090; Cd 5.021; As 45.831) were higher than the permissible limits of heavy 

metals, as in the sediment sample from the river where there was a concentration of (Hg 

0.121; Pb 5.630; Cd 4.254; As 78.142). 

 

For the mortality test, the nematode Caenorhabditis elegans, strain N2, was used, which was 

exposed for periods of time of 12, 24, 36 and 48 hours at different dilutions (100%, 50%, 

25%, 5% and 2, 5%) of water from the samples obtained, to obtain the mean lethal 

concentration (LC50). Exposure of C. elegans to samples from selected stations along the 

Calera River during the 48 hours did not produce mortality. On the contrary, in the water 
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sample from the outlet of the processing plant at the mouth of the river and the sediment 

sample, the mortality recorded of the bioindicator organism after the time periods tested was 

≥50% in all the dilutions tested. , revealing that wastewater discharges into the river represent 

a serious risk to the environment, biodiversity and human health. 

It is hypothesized that the absence of dangerous concentrations of heavy metals in the river 

water could be explained as a consequence of the precipitation of heavy metals to the bottom 

of the river bed. 

 

Keywords: Caenorhabditis Elegans, Toxicity, Heavy Metals, Bioindicator 
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INTRODUCCIÓN 

La contaminación por metales pesados es un problema mundial debido a los riesgos para la 

salud, asociados con la contaminación por metales. Aunque muchos metales son esenciales 

para la vida, pueden ser dañinos para el hombre, los animales, las plantas y los 

microorganismos a niveles tóxicos. La presencia de metales pesados en el agua se atribuye 

principalmente a la meteorización natural del material parental rico en metales y a actividades 

antropogénicas como las actividades industriales, mineras y agrícolas1. 

En Ecuador la minería es uno de los principales ingresos económicos que genera rentabilidad, 

la misma que se realiza de manera artesanal con el uso desproporcionado de sustancias 

químicas, lo cual genera un desequilibrio al ecosistema y la salud humana, ya que estos 

metales en su gran mayoría presentan características específicas de bioacumulación y 

biodisponibilidad2. 

En la actualidad la Provincia de El Oro, Portovelo es una de las zonas auríferas más afectadas 

por la extracción desmedida de material precioso y la cual ha acarreado muchas dificultades 

en la biota. El crecimiento en la minería es la principal fuente de metales pesados que 

introducen dichos contaminantes en diferentes segmentos del medio ambiente, incluidos el 

aire, el agua, el suelo y la biosfera. Los metales pesados como Arsénico (As), Cadmio (Cd), 

Plomo (Pb) y Mercurio (Hg) son los principales contaminantes de los afluentes de agua y 

sedimentos debido a su naturaleza tóxica, no biodegradable y persistente. Los peces y 

vegetales absorben fácilmente los metales pesados debido a su alta solubilidad en los 

ambientes acuáticos. Por tanto, pueden acumularse en el cuerpo humano a través de la cadena 

alimentaria(1)(3).  

La contaminación presente en el río Calera representa un riesgo ambiental, con el uso del 

organismo modelo Caenorhabditis Elegans, que por sus características fisiológicas, 

genéticas y su tiempo de vida corto es el indicado para este tipo de estudios, además de su 

reproducción eficiente hace que sea de fácil mantenimiento en el laboratorio con el propósito 

de obtener resultados con eficacia y a corto tiempo4. La utilización del nematodo nos 

permitirá evaluar la toxicidad CL50 expuesto al agua y sedimento del río Calera afectado por 

la actividad minera en el cantón Portovelo. 
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CAPÍTULO I 

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La actividad minera en el cantón Portovelo establece un problema para el medio ambiente, 

debido al proceso de obtención de metales preciosos. La calidad de las aguas de los ríos se 

ha visto afectada por la minería a pequeña y mediana escala, debido a las constantes descargas 

de relaves mineros que contienen altas concentraciones de metales pesados. La exposición 

del nematodo C. elegans a aguas y sedimentos del río Calera, nos permitirá evaluar el grado 

toxicológico por medio de concentración letal media Cl50. Por lo tanto, nos planteamos las 

siguientes preguntas de investigación: 

1.1.1 Problema General 

¿Se verá afectado el nematodo Caenorhabditis Elegans al ser expuesto en agua y sedimentos? 

De ser así, ¿Cuál es la concentración letal media CL50 en Caenorhabditis Elegans en agua 

y sedimento afectado por la contaminación minera? 

 
1.1.2 Problema Específico 

¿El agua y sedimentos del río Calera contienen niveles de metales pesados en 

concentraciones que presentan un riesgo de contaminación importante? 

¿Cuál es la concentración letal media CL50 presentes en las aguas y sedimentos del río Calera 

del cantón Portovelo? 

¿La mortalidad CL50 del nematodo se ve más afectada en el sedimento que en el agua del río 

Calera?  

 

 

 

 

 



15 
 

1.2 OBJETIVOS 

 

 1.2.1 Objetivo General 

Evaluar la toxicidad CL50 en el nematodo Caenorhabditis Elegans expuesto al agua y 

sedimento del río Calera afectado por la actividad minera en el cantón Portovelo. 

1.2.2 Objetivos Específicos 

Cuantificar la presencia de metales pesados (Hg, Pb, Cd, As) en las aguas y sedimento del 

río Calera en el cantón Portovelo. 

Determinar la concentración letal media (Cl50) del agua antes del río Calera, utilizando el 

nematodo Caenorhabditis Elegans mediante bioensayos de toxicidad in vitro. 

 Determinar la concentración letal media (Cl50) en el sedimento del rio Calera, utilizando el 

nematodo Caenorhabditis Elegans mediante bioensayos de toxicidad in vitro. 

 

1.3 HIPÓTESIS 

Existe concentraciones de metales pesados Mercurio, Plomo, Cadmio y Arsénico en aguas y 

sedimentos del río Calera, que causan efectos toxicológicos en el nematodo Caenorhabditis 

elegans. 
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1.4 JUSTIFICACIÓN 

En Ecuador  la minería es uno de los principales factores económicos que generan ingresos, 

estas  actividades se han venido realizando desde la época precolombina hasta la actualidad 

en la parte alta de la provincia de El Oro cantón Portovelo, aportando con fuentes de trabajo 

directa e indirecta para sus habitantes5. Las practicas mineras en el cantón han venido en auge 

con el desarrollo industrial, por lo tanto la minería ilegal ha aumentado paulatinamente 

utilizando recursos naturales y humanos para realizar su producción6. 

Durante el proceso de extracción de metales preciosos, se realizan métodos de encapsulación 

del elemento generando lixiviados con cianuro y amalgamación con mercurio. Estos métodos 

utilizados generan activos ambientales debido al mercurio y cianuro que libera otros metales 

pesados que normalmente está constituido por una mezcla de lixiviados, que al no ser tratados 

adecuadamente, estos representan un riesgo para el ser humano por su alto contenido 

toxicológico5. 

La constitución del estado ecuatoriano es el encargado de proteger los recursos naturales, 

haciendo que se cumplan las normas ambientales de acuerdo a la ley del Ecuador. Sin 

embargo, las áreas de explotación mineras están contaminadas por la erosión de las betas y 

minería a cielo abierto, con un precario control por partes de las autoridades ambientales 

originando el desalojo de los habitantes de la zona7. Debido a la problemática recurrente de 

la contaminación por la actividad minera en el cantón Portovelo, esta investigación pretende 

evaluar la toxicidad CL50 en el nematodo Caenorhabditis Elegans expuesto al agua y 

sedimentos del río Calera afectado por la actividad minera. 
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CAPÍTULO II 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Antecedentes de la minería en el cantón Portovelo  

La explotación minera en el Ecuador se remonta a la época precolombina, la cual ha sido un 

pilar fundamental en el desarrollo económico en los últimos años. Históricamente el Ecuador 

se ha basado en la pequeña minería y minera artesanal, las cuales producen la extracción de 

metales preciosos como: oro, plata, cobre, entre otros8. 

La minería en el cantón Portovelo se dio a inicio en el siglo XIX con la compañía 

norteamericana SADCO (South American  Development Company), quien se desvinculo de 

Portovelo y el Ecuador en 1950 cesando así sus actividades mineras89.  Alrededor de 1951 se 

da origen a una nueva compañía con nombre CIMA (Compañía Industrial Minera Asociada) 

que laboro por aproximadamente 20 años. A finales del periodo de explotación de la 

Compañía Industrial, se generó una baja importante en su procesamiento, la que daría paso 

al crecimiento a la minería artesanal y pequeña minería, logrando así posesionar a Portovelo 

como el primer cantón minero del país9. 

2.2 Localización del área de estudio 

El cantón Portovelo se encuentra ubicado en la parte alta de la Provincia de El Oro, al límite 

con la Provincia de Loja y los cantones Piñas y Zaruma respectivamente10.  

2.2.1 Mapa del área de estudio 

 

Figura 1. Sitio de muestreo de cuenca hidrográfica Calera11 
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2.3 Procesos mineros 

En la explotación minera, requieren de  talento humano y recursos naturales para realizar su 

producción y cumplir con la demanda, por lo tanto, esto provoca  la expansión del territorio 

generando daños irreparables para el medio ambiente12. La mala práctica de extracción de 

minerales auríferos genera contaminación del aire, agua y suelos, desencadenando terrenos 

inactivos para la vida y afectaciones a la salud de los pobladores aledaños13. 

La minería artesanal es generada por moradores nativos del lugar, produciendo ocupación de 

territorios inapropiados, el uso de maquinaria pesada, trabajadores eventuales y mal manejo 

de sus residuos, provocando el deterioro del ecosistema14. La falta de control por las 

autoridades reguladoras de minería,  la contaminación ha aumentado por metales pesados de 

los suelos y  fuentes hídricas, esto conlleva, a una bioacumulación de los seres bióticos que 

viven en estos sitio elevando el grado toxicológico para la población cercana a la minería15. 

2.4 Legislación minera en Ecuador 

En la constitución del Ecuador existen leyes para la protección y conservación del medio 

ambiente, así mismo, evitando que se violen los derechos de los trabajadores. La ley de 

conservación Ambiental, viene vigente desde los años 70 cuando empezó la gran minería y 

con el precario control ambiental216.  Estas normativas siguen siendo vulneradas por el escaso 

incumplimiento y la disminución de la sanción para cierta minería que contaminan las fuentes 

hídricas sin importarle las consecuencias en la salud de la población, biodiversidad y medio 

ambiente.  

El río Calera sufre constante descargas de efluentes al caudal por la industria minera, 

generando factores negativos para los habitantes cercanos al río, ocasionando enfermedades 

por el exceso de metales pesados (As, Hg, Cd, Pb), que están presentes en concentraciones 

elevadas en las aguas del afluente ubicado en el Cantón Portovelo, de la Provincia de EL 

Oro. Las autoridades gubernamentales de turno y la agencia de control minero,  descuidan el 

daño ambiental provocado por la presencia de metales tóxicos en el caudal16.  

En las provincias de  Zamora Chinchipe, El Oro y Azuay, se encuentra ubicada bella rica una 

zona minera aurífera, donde la minería artesanal ha crecido  paulatinamente generando 

trabajo ilegal, contaminación e ingresos para la supervivencia familiar17. Los cantones 

Portovelo y Zaruma la minería ilegal ha aumentado, provocando un cambio en la naturaleza, 
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afectaciones directas a la biodiversidad y bioacumulación de metales pesados en seres 

bióticos, además reduciendo la fuentes hídricas para el consumo humano aumentando las 

posibilidades de enfermedades y muerte celular18. 

2.5 Residuos de Operaciones Minera  

 En Ecuador la minería ha dejado millones toneladas de desechos mineros a lo largo del 

tiempo, con importantes cantidades de metales pesados altamente tóxicos para la vida, debido 

al mal manejo de sus residuos y particularmente no concluyen el cierre técnico en el  proceso 

de explotación19. Las operaciones mineras se realizan procesos de trituración, molienda, 

flotación, lixiviación, cianuración y purificación (Físico-Químico), esto genera grandes 

residuos minero-metalúrgicos y aguas ácidas que mayoritariamente son desechados en 

lugares inapropiados sin control técnico provocando pasivos ambientales20. 

2.5.1 Aguas ácidas de Minería 

Los drenajes ácidos de minería por lo general contienen exorbitantes concentraciones de 

metales pesados Cd, Hg, As, Pb, Al, Cu, Mg, Zn, Mn, Fe y SO4, siendo la causa principal de 

alteración y destrucción de los afluentes acuáticos. La contaminación de las cuencas 

hidrográficas por aguas ácidas se debe a características toxicológicas que poseen y  producen 

daño a la calidad de vida del ecosistema21. Además, estas aguas ácidas, relaves y sustancias 

químicas como el cianuro, son almacenadas en bolsas o piscinas para un plan de mitigación 

(muy pocas industrias la aplican) antes de ser recirculadas y posteriormente ser desechadas a 

la fuente hídrica cercana. Este problema puede estar presente durante muchos años aun 

después de haber concluido con la explotación minera22.  

2.5.2 Sedimentos 

Las partículas finas o sedimentos son una de las variables importantes que se deben 

considerar para el manejo adecuado de la calidad del agua y los ecosistemas acuáticos. Los 

sedimentos son fuentes duraderas de sustancias tóxicas en las cuencas hidrográficas; es decir, 

los contaminantes como los metales pesados se transportan adheridos a los sedimentos. Estos 

pueden ser resultantes de actividades mineras o naturales, que generan un problema sobre la 

salud de las comunidades bentónicas y los ecosistemas acuáticos en general23. 
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2.6 Metales pesados 

Se denomina metales pesados a los elementos que superan una densidad de 6x103 kg m3. En 

este grupo de elementos podremos encontrar Cadmio, Mercurio, Plomo, Arsénico, entre 

otros, los cuales son contaminantes que podemos encontrar en los diferentes procesos 

industriales como la minería. Las concentraciones que sobrepasan los límites permisibles de 

estos metales causan una inestabilidad en la biota, causando así problemas para el medio 

ecológico y por ende para la salud humana24. 

2.6.1 Arsénico (As) 

El arsénico (As) es un elemento químico que se encuentra en el grupo de los metaloides, está 

presente en abundancia en la corteza terrestre y se encuentra en más de 300 minerales con 

una concentración promedio de 5mg/L aproximadamente. Las actividades geogénicas y 

antropogénicas liberan compuestos de arsénico que varían en toxicidad, movilidad y 

biodisponibilidad. En la naturaleza al arsénico se lo encuentra en fuentes hídricas, aire y 

suelos usualmente como arsenitos y arseniatos25. 

Desde la antigüedad el arsénico se viene aplicando en diferentes usos y esto con lleva a 

diversos problemas de contaminación más frecuentes en el mundo. El compuesto más tóxico 

es el arsenito con un número de 70% superior a cualquier compuesto metilados y el arsenato 

con un 10% más tóxico. La obtención de sustancias compuestas de arsénico se origina con 

mayor frecuencia en la actividad industrial minero-metalúrgico y agroindustria como 

herbicidas, combustibles fósiles, pesticidas, entre otros, hay al menos 40 países en el mundo 

con concentraciones de arsénico en afluentes son superior a 10 µg / L26. 

2.6.1.3 Toxicología del Arsénico   

El arsénico es uno de los venenos más notorios desde la antigüedad. Los humanos están 

expuestos al arsénico predominantemente a través del agua potable, el aire, la comida, 

ocupación y otras fuentes ambientales. Según Islam Khairul 2017, “la magnitud de 

contaminación del arsénico será el mayor desastre ambiental en la historia de la humanidad 

e incluso más serios que los de Chernobyl, Ucrania en 1986 y Bhopal, India en 1984”. Desde 

años atrás se han evidenciado intoxicación crónica por arsénico en las personas al entrar en 

contacto con agua contaminada, ocasionando irritaciones en la piel, enfermedades queratosis 

y cáncer a la piel27. 
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2.6.2 Cadmio (Cd) 

El cadmio (Cd), descubierto por primera vez como una impureza del carbonato de zinc, es 

un elemento del grupo IIB y se caracteriza como un metal pesado. Es un elemento raro con 

una abundancia de 0,15 mg/kg en la corteza terrestre y una abundancia de 1,1 × 10−4 mg/L 

en el mar. El Cd es relativamente inestable y, por lo tanto, suele estar presente en la naturaleza 

como compuestos con sulfuros de zinc28. La mayor parte del Cd se usa para la producción de 

baterías (83%), mientras que el resto se usa para aleaciones, recubrimientos, enchapado y 

estabilizador para plásticos. Debido a su amplio uso en productos comerciales y actividades 

antropogénicas, los niveles de Cadmio han aumentado en el ambiente; por lo tanto, la 

necesidad de comprender las rutas de exposición y la toxicidad es de gran importancia2829. 

2.6.2.2 Cadmio en el agua 

Grandes cantidades de metales tóxicos se han descargado al medio ambiente a través de 

efluentes industriales y escorias de fundición, debido a procesos y métodos de tratamientos 

ineficientes. Especialmente el Cadmio en los residuos de procesos minero-metalúrgicos, se 

puede volver a migrar al agua superficial o subterránea por el clima y la lluvia en condiciones 

naturales o el transporte humano, y finalmente enriquecido en el sedimento28. Las intensas 

actividades mineras a lo largo de la orilla de los ríos han aumentado considerablemente las 

concentraciones de Cadmio en el sistema fluvial. Actualmente las concentraciones de metales 

pesados en el agua de los ríos exceden los valores permisibles, acarreando grandes 

dificultades para la biota30. 

2.6.2.3 Toxicología del Cadmio 

El cadmio (Cd) es un metal pesado tóxico que se acumula en los sistemas vivos. La 

exposición puede ocurrir de manera ocupacional o ambiental. La exposición ambiental puede 

ser el resultado de actividades antropogénicas o del tabaquismo. El Cadmio tiene una vida 

media prolongada y se acumula biológicamente en plantas, invertebrados y vertebrados29.  

Los efectos tóxicos del Cadmio pueden provocar un desequilibrio de Zn, Mg y Cu en el 

cuerpo y la orina. La exposición elevada al Cd a menudo se correlaciona con varios 

problemas de salud como insuficiencia renal, trastornos óseos, trastornos neurológicos, 

anosmia, problemas del sistema de reproducción masculina e incluso cáncer. Las personas 

con ocupaciones asociadas al Cd (por ejemplo, mineros, fundidores, soldadores y 
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trabajadores de recuperación de baterías) tienen mayores probabilidades de contraer cáncer 

de próstata31. 

2.6.3 Mercurio (Hg) 

El mercurio es un metal pesado que se presenta en diversas formas, como mercurio elemental, 

compuestos inorgánicos y orgánicos con diferentes niveles de toxicidad y vías de exposición. 

El mercurio (Hg) ocupa el tercer lugar entre los elementos más tóxicos para la salud humana 

por la Agencia del Gobierno de los Estados Unidos (EE. UU.), para el Registro de Sustancias 

Tóxicas y Enfermedades. 

Durante muchos años, el mercurio se utilizó en una amplia variedad de actividades humanas. 

Hoy en día, la exposición a este metal tanto de fuentes naturales como artificiales está 

aumentando significativamente en concentraciones que generan un problema para la biota y 

la salud humana32. 

2.6.3.1 Mercurio en el Medio Ambiente 

El mercurio (Hg) es un contaminante ambiental ubicuo al que están expuestos los seres 

humanos en diferentes cantidades y formas químicas. Las tres formas principales de Hg que 

son motivo de preocupación para las poblaciones humanas no expuestas laboralmente son el 

metilmercurio, el vapor de mercurio y el etilmercurio33. Además, dado que los compuestos 

de Hg todavía se utilizan en muchas actividades humanas, la exposición ocupacional también 

es importante para la toxicidad inducida por metales. Es bien sabido que el vapor de mercurio 

se emplea en la minería de oro artesanal en pequeña escala, principalmente en los países 

subdesarrollados, y el número de humanos expuestos a este elemento sigue siendo elevado34. 

2.6.3.2 Mercurio en el agua  

Los ecosistemas acuáticos son un componente esencial del ciclo biogeoquímico mundial del 

mercurio, ya que el mercurio inorgánico puede convertirse en metilmercurio tóxico en estos 

entornos y las reemisiones de mercurio elemental rivalizan con las liberaciones antropógenas 

de mercurio a escala mundial35.  

Generalmente producido a partir de fuentes biológicas por acción microbiana, el 

Metilmercurio ingresa a la cadena alimentaria acuática, donde experimenta un notable 

proceso de bioacumulación en los tejidos musculares de los peces, en particular de las 

especies depredadoras longevas, así como en los sistemas de agua dulce y marinos36. 
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2.6.3.3 Toxicología del Mercurio 

Para agravar una situación tan delicada, la toxicidad del Hg y los efectos asociados a la salud 

pueden variar notablemente a nivel individual, dependiendo no solo de su especiación 

química, concentraciones y tiempo de exposición, sino también de la susceptibilidad 

individual a los peligros del Hg35. En consecuencia, la exposición humana se produce por el 

consumo de alimentos derivados de animales acuáticos con metilmercurio bioacumulado, 

especialmente en poblaciones que viven cerca de océanos, lagos y ríos36. El cuadro clínico 

resultante se puede asociar de manera diferente a más de 250 síntomas, que involucran los 

sistemas neurológico, renal, respiratorio, gastrointestinal, cardiovascular, hepático, 

reproductivo e inmunológico, con fetotoxicidad y genotoxicidad provocando muerte en  

humanos3632. 

2.6.4 Plomo (Pb) 

Es un elemento químico que se ubica en el grupo IVA en la tabla periódica, con número 

atómico 82 y peso de 207.1937. El plomo es un metal pesado en su estado natural de la corteza 

terrestre con propiedades únicas como suavidad, alta maleabilidad, ductilidad, bajo punto de 

fusión que representa una gran amenaza para la salud humana en varios aspectos38. 

2.6.4.1 Plomo en el Medio Ambiente 

El plomo (Pb) es uno de los contaminantes ambientales más importantes y varios estudios 

han demostrado que el plomo es un desencadenante de problemas de salud38. El plomo es un 

metal persistente en todas las partes del medio ambiente, en el aire, el agua, el suelo y se 

deriva principalmente de una variedad de productos manufacturados como gasolina con 

plomo, pinturas, cerámicas, soldaduras, tuberías de agua, tintes para el cabello, cosméticos, 

aviones, equipos agrícolas, blindaje para máquinas de rayos x, entre otros; Además se 

considera una potente toxina ambiental de naturaleza no biodegradable39. 

2.6.4.3 Toxicología del Plomo 

En los seres humanos, las concentraciones más altas de plomo en sangre se han asociado con 

hipertensión, anomalías electrocardiográficas, enfermedad arterial periférica, hipertrofia 

ventricular izquierda y mortalidad por enfermedades cardiovasculares. La mayor parte de la 

carga corporal de Pb se encuentra en los tejidos mineralizados (huesos y dientes).39
 La dosis 

de plomo recomendada por la Organización Mixta de las Naciones Unidas para la Agricultura 
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y la Alimentación (FAO) / Comité de Expertos de la OMS en Aditivos Alimentarios (JECFA) 

para identificar la magnitud de efecto asociado con la exposición al plomo en agua potable 

es 10μg/l y en el aire es 0.5μ g / m3. La dosis umbral de plomo para mínima para los efectos 

sobre el cociente intelectual (CI) se deben a niveles de plomo en sangre tan bajos como 5μg 

/ dl (50μg / l)40. 

2.7 Espectrofotometría de absorción atómica 

La técnica de espectrofotometría de absorción atómica explotan transiciones cuantificadas, 

que son características de cada elemento individual y son detectables instrumentalmente en 

la mayoría de los casos41. Los métodos modernos de análisis cuantitativo se basan en la 

relación entre la respuesta del instrumento y la concentración de analito. Esta relación está 

fuertemente influenciada por los parámetros físicos específicos del analito y del tipo de 

técnica analítica utilizada, así como por las condiciones instrumentales y los efectos de la 

matriz42.  

2.8 Nematodo C. elegans como organismo modelo 

Caenorhabditis Elegans es un nematodo que se alimenta de hongos y bacterias en el suelo y 

frutos en descomposición, con un poco más de 1 mm de largo es un pequeño nematodo que 

se puede mantener a bajo costo y manipular mediante técnicas in vitro estándar. A diferencia 

de las pruebas de toxicidad que utilizan cultivos celulares, las pruebas de toxicidad de C. 

elegans proporcionan datos de un animal completo con sistemas digestivo, reproductivo, 

endocrino, sensorial y neuromuscular intactos y metabólicamente activos43.  

2.8.1 Tiempo de Vida  

En el laboratorio, C. elegans con una capacidad reproductiva de aproximadamente 300 

progenie por adulto hermafrodita por autofertilización, y un ciclo de vida de 

aproximadamente 3 días, el nematodo C. elegans no es peligroso para los trabajadores de 

laboratorio y reproduce a temperaturas estimadas de 17 a 25 °C. 

                                                                                                                                   

Figura 2. Ciclo de vida de Caenorhabditis Elegans44 
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2.8.2 Ensayos toxicológicos  

Caenorhabditis elegans es especialmente adecuado para estudios genéticos de desarrollo y 

comportamiento, muchos autores han demostrado que el nematodo C. elegans, es un 

organismo bioindicador valioso en la evaluación de riesgos ecológicos tanto en el medio 

acuático como en el suelo entre otros45. La publicación realizada “Caenorhabditis elegans” 

como modelo biológico para la evaluación toxicológica de aguas y sedimento”46, afirma la 

aplicación del uso del nematodo para medir el grado toxicológico en aguas y sedimentos, los 

métodos aplicados a nivel  investigativo son  mortalidad, crecimiento, reproducción, 

locomoción, estrés oxidativo, los cuales determinan el índice de contaminación47. 
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CAPÍTULO III 

3. METODOLOGÍA 

3.1 Tipo de Diseño de Investigación 

Esta investigación se la desarrolló de manera cuasi experimental, ya que se implementaron 

técnicas y métodos planteados en investigaciones científicas antes realizadas.  

3.1.1 Identificación de variables 

3.1.2 Variable Independiente 

 Concentración de metales pesados en agua del rio Calera. 

3.1.3 Variable Dependiente 

 Mortalidad del C. elegans 

 Concentración letal media(Cl50) 

3.2 Población y Muestra 

3.2.1 Población 

Fuente fluvial Calera en lugares establecidos del cantón Portovelo, concerniente a la 

provincia del Oro. 

3.2.2 Muestra 

Aguas del rio, agua antes de llegar al río “planta procesadora, y sedimentos del río Calera 

perteneciente al cantón Portovelo. 

3.3. Materiales, Equipos y Reactivos 

3.3.1 Materiales de laboratorio 

 Vasos de precipitación 50ml, 100ml 

 Frascos ámbar 500ml 

 Caja Petri 
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 Tubos falcón de 15 ml 

 Micro puntas 

 Mechero de alcohol 

 Lámpara Ultravioleta 

 Pipetas Pasteur 

 Espátula 

 Micro pipetas 

 Erlenmeyer 500ml, 1000ml 

 Tubos de ensayo 

 Asa de platino 

 Cooler 

3.3.2 Equipos 

 Estereoscopio binocular modelo labomed. Ref.CZM6 

 Estufa 

 Autoclave marca YX-18 LM 

 Centrifuga modelo Dynac 

 Espectrofotómetro de absorción atómica Perquin El mer 300. 

 Incubadora 

 Refrigerador modelo Electrolux 

3.3.3 Reactivos 

 Agua Mili-Q 

 Agua destilada 

 Agar k 

 Medio k 

 Sustancia blanqueadora 

 Hipoclorito de Sodio 

 Alcohol industrial 

 Alcohol potable 
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 Cloruro de Potasio 

 Cloruro de Sodio 

 Cloruro de Calcio 

 Hidróxido de sodio 

 Sulfato de Magnesio 

 Peptona 

 Colesterol 

3.3.4 Material Biológico 

 Caenorhabditis elegans cepa N2 

 Escherichia coli OP50 

3.3.5 Otros materiales 

 Papel Periódico 

 Papel Aluminio 

 Cinta de papel 

 Marcador 

 Guantes de látex 

 Mascarilla 

3.4 Técnicas y Métodos 

3.4.1 Recolección de muestras de agua 

Las tomas de muestras de agua del río Calera fueron recolectadas a lo largo del caudal, 

delimitando los 4 puntos de muestreo de 0.75 Km de distancia de cada muestra 

respectivamente. “La toma de muestra de agua se realiza a una profundidad de 0.5 m y se 

coloca en un recipiente ámbar como lo indica la norma INEN 2169: 2013”48. Para su 

adecuado almacenamiento y transporte se adaptó un cooler previamente con hielo a una 

temperatura de -4 °C y en el laboratorio a una temperatura -10 °C. 
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3.4.2 Recolección de muestras de sedimento 

La muestra de sedimento fue recolectada en un punto a lo largo del río Calera, usando una 

pala, tres submuestras se obtuvieron de cada lugar para lograr aproximadamente 0.5 Kg de 

muestra compuesta a una profundidad de 0-10 cm. Para su transporte se colocaron en bolsas 

de polietileno con cierre hermético en un cooler  a 5°C, y almacenadas en el laboratorio a -

10°C49. 

El sedimento se disgrego con un mortero de porcelana y tamizados con malla metálica; 63 

μm para obtención de la fracción fina y almacenados a -10°C. Para la obtención de extracto 

líquido, 15 g de muestra se mezclaron con 15 ml de agua destilada en vaso de precipitación 

de 50 ml (1:1) hasta una completa homogenización, las mezclas se almacenaron a 4°C por 

24 h. Transcurrido el tiempo se mezcló la muestra para traspasar el contenido a tubos de 

extracción previamente preparados con micro malla metálica y lana de vidrio para pasar la 

menor cantidad de sedimentos, se repitió el procedimiento hasta obtener un volumen 

considerable de la muestra50. 

3.4.3 Equipo Analítico 

 Para medir la concentración de metales pesados existentes en la muestra de agua se utilizó 

un equipo de espectrofotometría de absorción atómica por flama de acetileno de marca 

Perquin El mer 300.  

3.4.3.1 Recta de calibrado 

Para realizar la calibración se utilizó concentraciones de patrones preparados y establecidos 

a partir de una determinada solución estándar para cada metal  1000mg/L51. 

3.4.3.2 Análisis de muestras 

Los analitos de interés de esta investigación fueron Arsénico(As), Plomo (Pb), Cadmio (Cd) 

y Mercurio (Hg). Las muestras se transportaron al laboratorio “Lab-Metalor” para su 

respectiva cuantificación por espectrofotometría de absorción atómica por flama de 

acetileno, además se llevó acabo la técnica de calibración, análisis y lectura de cada uno de 

los metales de interés. 
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3.4.4 Preparación de medios  

3.4.4.1 Medio k 

El medio K se caracteriza por ser una solución salina, que brinda óptimas condiciones para 

trabajar y desarrollar investigaciones con el nematodo C Elegans52.  

Preparación 

Se usó un frasco de un tamaño mayor al volumen a preparar, según las cantidades que vamos 

a requerir tenemos el siguiente cuadro de referencia: 

Tabla 1. Procedimiento para la preparación de medio K 

Agua mili Q KCl NaCl 

500ml 1.18gr 1.5gr 

1000ml 2.36gr 3gr 

Fuente: Autores 

 Pesar la cantidad requerida de KCl y NaCl y colocar en el Erlenmeyer. 

 Adicionar el Agua miliQ 

 Tapar el Erlenmeyer con papel aluminio. 

 Autoclavar por 1 hora aproximadamente. 

 Dejar enfriar y colocar en nuestro recipiente y rotular. 

3.4.4.2 Agar K 

El Agar k se denomina como el cultivo donde surge el crecimiento del nematodo y le da las 

condiciones adecuadas para su ciclo de vida.  

Preparación 

 Pesar las cantidades de referencia del cuadro según el volumen a trabajar. 

Tabla 2. Procedimiento para la preparación de Agar K 

Agua mili Q KCl NaCl Peptona Agar 

500ml 1.18gr 1.5gr 1,25gr 8,5gr 

1000ml 2.36gr 3gr 2,5gr 17gr 

Fuente: Autores 



31 
 

 Colocar en un Erlenmeyer y homogenizar.  

 Tapar el Erlenmeyer con papel aluminio mientras calentamos la mezcla. 

 Autoclavar aproximadamente por 1 hora. 

 Dejar enfriar la solución. 

Agregamos  

Tabla 3. Procedimiento para la preparación de Agar K 

Agua mili Q KCl NaCl Peptona Agar 

500ml 1.18gr 1.5gr 1,25gr 8,5gr 

1000ml 2.36gr 3gr 2,5gr 17gr 

Fuente: Autores 

 Previamente esterilizamos las cajas petri a utilizar y el lugar de trabajo. 

 Vertimos la solución en las cajas petri con un volumen aproximado de 20ml. 

 Dejar enfriar y sellar las cajas petri con parafina para evitar contaminación de las 

placas por hongos o microorganismos. 

 Rotular y guardar en refrigeración.  

3.4.4.3 Bleach Solution 

La solución de blanqueo se utiliza para sincronizar cultivos de C. elegans en la primera etapa 

larvaria (L1). El método radica en que los nematodos son sensibles a la lejía, mientras que la 

cáscara del huevo protege a los embriones. Después del tratamiento con una solución alcalina 

de hipoclorito, los embriones se incuban en un medio líquido sin alimento, lo que permite la 

eclosión pero evita un mayor desarrollo53. 

Preparación 

Tabla 4 Procedimiento para la preparación para 50ml de solución bleach.   

Agua mili Q HClO (5%) NaOH 

35ml 15ml 5 perlas 

Fuente: Autores 

 Mezclar y agitar con una varilla de vidrio hasta disolver el hidróxido de sodio. 
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 Rotular con fecha. 

Observación: tomar en cuenta que la solución blach tiene una duración de tres días. 

3.4.5 Mantenimiento de la cepaN2 del nematodo Caenorhabditis elegans 

Para llevar a cabo el mantenimiento, se procedió a preparar el medio de cultivo Agar K ya 

antes mencionado, el mismo que nos servirá para el crecimiento del nematodo. Agregar el 

alimento Escherichiacoli OP50 al medio de cultivo cada 48 horas aproximadamente 5 gotas54. 

Observamos las cajas petri que contengan la mayor cantidad de nematodos con ayuda del 

esteroscopio, con el medio K transferimos a un tubo falcón de 15ml para llevarlo a la 

centrifuga por 2 minutos a 2200rpm. Luego decantar y colocar por 5 minutos en hielo, 

removemos el sobrenadante y colocamos en una caja ya adecuada para el crecimiento del 

nematodo53.  

3.4.6 Sincronización 

Para realizar la sincronización se verifico que las cajas petri tengan la suficiente cantidad de 

huevos del nematodo, con la ayuda de medio K traspasamos los nematodos y huevos a un 

tubo falcón de 15ml y centrifugamos por aproximadamente 2 minutos a 2200rpm. Dejamos 

reposar en hielo durante 5 minutos y eliminamos el sobrenadante hasta 2ml, adicionamos 

10ml de solución bleach, agitamos suavemente durante 6 minutos y centrifugamos por 2 

minutos a 2200rpm, rápidamente eliminamos el sobrenadante hasta 2ml, llenamos con medio 

k el tubo falcón hasta 15ml y agitamos, centrifugamos por 2 minutos a 2200rpm  y dejamos 

reposar en hielo por 5 minutos, procedemos a eliminar el sobrenadante hasta 2ml, agregamos 

de 4 a 6 ml de medio K y centrifugamos por 2 minutos a 2200rpm, dejamos reposar en hielo 

y eliminamos el sobrenadante hasta 2ml, colocamos en las cajas de cultivo ya antes 

preparadas con alimento para los nematodos. 

Esta técnica se realiza con el fin de eliminar los nematodos y dejarlos en un estado 

embrionico, de aquí acondicionamos los medios óptimos de crecimiento y desarrollo, hasta 

llegar a un estado de larva L4 y realizar los ensayos toxicológicos55. 
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Figura 3. Ensayos de cultivo de vida útil del nematodo C Elegans56 

3.4.7 Ensayo de Mortalidad 

Los ensayos de mortalidad se llevan a cabo con nematodos en estado larvario L4, los cuales 

se cultivan de las cajas Petri, realizamos las diluciones de la muestra acorde al tipo de estudio 

y con la ayuda de un asa de platino traspasamos los C. Elegans a las placas de polipropileno 

de 24 pocillos. Para una mayor confiabilidad en los resultados se realiza el ensayo 

toxicológico por triplicado y un blanco de Medio K. Con la ayuda de un microscopio 

observaremos acorde a los lapsos de tiempo ya establecidos daremos lectura cada 12, 24, 36 

y 48 horas de los organismos vivos y muertos55.  
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CAPITULO IV 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

Cuadro 1. Matriz de información de muestras de agua y sedimento 

Matriz de información de muestras de agua y sedimento 

Muestra Coordenadas 

UTM 

Temperat

ura °C 

Oxígeno 

Disuelto 

pH Fecha Hora Concentración de Metales (ppm) 

Hg As Cd Pb 

M1 E 651579 

N 9590545 

25,1 115,5 7,02 01/06/20 09:00

am 

<0,001 0,003 0,002 <0,001 

M2 E 651850 

N 9588950 

25,1 115,5 7,40 01/06/20 09:30

am 

<0,001 0,003 0,002 <0,001 

M3 E 651555 

N 9587813 

30,3 112,3 7,30 01/06/20 10:00

am 

<0,001 0,003 0,002 <0,001 

M4 E 651765 

N 9588542 

31,6 94,4 7,26 01/06/20 10:45

am 

<0,001 0,003 0,002 <0,001 

M5 E 651555 

N 9587813 

27 135,5 9,78 11/08/20 10:00

am 

0.180 45,831 5,021 0,090 

MS1 E 651850 

N 9588950 

22,1 - - 11/08/20 11:00

am 

0,121 78,142 4,254 5,630 

Fuente: Autores  

En el cuadro 1, se detalla la información de las muestras de agua y sedimentos tomadas en la 

fuente fluvial Calera, donde no se halló concentraciones con porcentajes altos de metales 

pesados en las 4 primeras muestras, mientras que en la muestra 5 y 6 sus valores de 

concentración de metales pesados superan los límites permisibles de la normativa ambiental 

ecuatoriana. 
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Cuadro 2. Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra de aguas del rio Calera, 

sector el Pache.  

Ensayo de Mortalidad  

Muestra de agua del rio 1 

% 

Concentración 
Expuestos 

Tiempo de Exposición 

12 h 24 h 36 h 48 h 

M V %MT M V %MT M V %MT M V %MT 

100 10  0 10 

0% 

0 
 

10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 100 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

100 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

50 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 50 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

50 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

25 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 25 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

25 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

5 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 5 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

5 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Fuente: Autores  
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Cuadro 3 Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra de aguas del rió Calera, 

sector el Pache. 

Ensayo de Mortalidad  

Muestra de agua del rio 2 

% 

Concentración 
Expuestos 

Tiempo de Exposición 

12 h 24 h 36 h 48 h 

M V %MT M V %MT M V %MT M V %MT 

100 10  0 10 

0% 

0 
 

10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 100 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

100 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

50 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 50 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

50 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

25 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 25 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

25 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

5 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 5 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

5 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Fuente: Autores  
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Cuadro 4. Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra de aguas del rió Calera, 

sector el Pache. 

Ensayo de Mortalidad  

Muestra de agua del rio 3 

% 

Concentración 
Expuestos 

Tiempo de Exposición 

12 h 24 h 36 h 48 h 

M V %MT M V %MT M V %MT M V %MT 

100 10  0 10 

0% 

0 
 

10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 100 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

100 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

50 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 50 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

50 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

25 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 25 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

25 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

5 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 5 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

5 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Fuente: Autores  
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Cuadro 5. Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra de aguas del rió Calera, 

sector el Pache. 

Ensayo de Mortalidad  

Muestra de agua del rio 4 

% 

Concentración 
Expuestos 

Tiempo de Exposición 

12 h 24 h 36 h 48 h 

M V %MT M V %MT M V %MT M V %MT 

100 10  0 10 

0% 

0 
 

10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 100 10 0 10 0 10 0 10 0 9 

100 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

50 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 50 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

50 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

25 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 25 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

25 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

5 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 5 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

5 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Fuente: Autores 
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Cuadro 6.  Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra de aguas antes de llegar 

al rió Calera, sector el Pache. 

Fuente: Autores  

 

Ensayo de Mortalidad  

Muestra antes de llegar al rio “Planta procesadora” 

% 

Concentración 
Expuestos 

Tiempo de Exposición 

12 h 24 h 36 h 48 h 

M V %MT M V %MT M V %MT M V 
%M

T 

100 10  7 3 

66,66% 

10 0 

93,33% 

10 0 

100% 

10 0 

100% 100 10 7 3 9 1 10 0 10 0 

100 10 6 4 9 1 10 0 10 0 

50 10 1 9 

6,66% 

4 6 

50% 

8 2 

80% 

10 0 

100% 50 10 0 10 6 4 7 3 10 0 

50 10 1 9 5 5 9 1 10 0 

25 10 0 10 

3,33% 

2 8 

20% 

4 6 

36,66% 

6 4 

60% 25 10 1 9 3 7 4 6 7 3 

25 10 0 10 1 9 3 7 5 5 

5 10 0 10 

3,33% 

0 10 

3,33% 

3 7 

23,33% 

5 5 

40% 5 10 0 10 1 9 2 8 4 6 

5 10 1 9 0 10 2 8 3 7 

Medio K 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 
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Cuadro 7. Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra de sedimentos del rió 

Calera, sector el Pache 

 

Ensayo de Mortalidad  

Muestra de Sedimento 1 

% 

Concentración 
Expuestos 

Tiempo de Exposición 

12 h 24 h 36 h 48 h 

M V %MT M V %MT M V %MT M V %MT 

100 10  8 2 

76.66% 

8 2  

80% 

9 1 

86.66% 

10 0 

93.33% 100 10 7 3 8 2 9 1 9 1 

100 10 8 2 8 2 8 2 9 1 

50 10 6 4 

56.66% 

7 3 

63.33% 

7 3 

70% 

8 2 

80% 50 10 6 4 6 4 7  3 8 2 

50 10 5 5 6 4 7 3 8 2 

25 10 4 6 

40% 

4 6 

43.33% 

5 5 

50% 

6 4 

60% 25 10 4 6 5 5 5 5 6 4 

25 10 4 6 4 6 5 5 6 4 

5 10 2 8 

23.33% 

3 7 

33.33% 

4 6 

43.33% 

5 5 

50% 5 10 2 8 3 7 4 6 5 5 

5 10 3 7 4 6 5 5 5 5 

Medio K 10 0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% 

0 10 

0% Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Medio K 10 0 10 0 10 0 10 0 10 

Fuente: Autores  
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Los ensayos de mortalidad del nematodo Caenorhabditis elegans referenciadas en los 

cuadros 1 al 6 fueron expuestos a las diferentes concentraciones de muestra de agua y 

sedimentos del rio Calera en tiempos de 12, 24, 36 y 48 horas respectivamente. 

 En los cuadros 1 al 4, la tasa de mortalidad de C. elegans es de 0%,  observado durante el 

periodo de tiempo establecido, debido a baja concentración de metales pesados presentes en 

el agua, lo mismos que no están por encima de los límites permisibles establecidos por  

Tulsma VI anexo 157.  Para este propósito es indispensable analizar tanto el agua antes de 

llegar al río “planta procesadora” como los sedimentos, debido a que los metales tienden a 

precipitar en los sedimentos de los ríos aun cuando las concentraciones en agua sean bajas58.  

El aumento en el caudal y los cambios en la dinámica fluvial de los cuerpos de agua 

superficial producto de la interacción de las corrientes de flujo y reflujo que lavan el 

sedimento pueden afectar drásticamente la configuración de su lecho. Muchos de los 

contaminantes que ingresan a un cuerpo de agua superficial, por vía natural o antropogénicas, 

quedan retenidos en los sedimentos que se depositan en el fondo del cauce, causando efectos 

tóxicos sobre los sistemas acuáticos59. En general, las trazas de metales pesados están 

asociadas con las partículas pequeñas de estos materiales. Esta tendencia es atribuida 

predominantemente a la adsorción, precipitación de los sedimentos y es dependiente de los 

parámetros granulométricos y la composición mineral60. 

 

Cuadro 8. Valores del CL50 e intervalos de confianza al 95% para la muestra de agua antes 

de llegar al rio Calera “Planta procesadora”. 

Concentración letal 

media (CL50) 
LC Inferior 95,0% LC Superior 95,0% 

52,083 % 43,5961 62,305 
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Cuadro 9. Valores del CL50 e intervalos de confianza al 95%  para la muestra de sedimento 

del  rio Calera. 

Concentración letal 

media CL50 

LC Inferior 95,0% LC Superior 95,0% 

34,123 % 10,889 52,038 
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Figura 5. Gráfica de modelo ajustado con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (24h) de 

C. Elegans y concentraciones de la muestra de sedimento del rio Calera 

Figura 4. Gráfica de modelo ajustado con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (24h) de 

C. Elegans y concentraciones de la muestra de agua antes de llegar al rio Calera. 
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En las gráficas de modelo ajustado se indican los valores correspondientes a CL50 con 

intervalos de confianza al 95% para la muestra de agua antes de llegar al río “planta 

procesadora” la misma que se la evaluó en un tiempo de 24 h, de igual manera 

correspondiente al CL50 con intervalos de confianza al 95% para la muestra de sedimento la 

misma que se la evaluó en un tiempo de 24 h.  

A partir de estos datos y graficas es posible proponer que el efecto tóxico demostrado en la 

muestra de agua antes de llegar al río “planta procesadora” presenta una mayor toxicidad en 

el nematodo, ya que logró una mortalidad CL50 en un tiempo de 24h, con una letalidad de 

52,083%, a diferencia de la muestra de sedimentos, que en 24h se obtuvo una mortalidad de  

34,143%. 
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CAPITULO V 

5.  CONCLUSIONES  

 

1. Mediante la técnica de espectrofotometría de absorción atómica se logró evaluar la 

presencia de Mercurio, Arsénico, Cadmio y Plomo en las muestras de aguas y sedimentos 

del rio Calera sector el Pache, donde la muestra de agua antes de llegar al río “planta 

procesadora” y la muestra de sedimentos presentan un alto grado de contaminación por 

metales pesados, no así las muestras de agua tomadas a lo largo del rio Calera. 

2. La concentración letal media (CL50) en la muestra de agua antes de llegar al rio es de 

52,083% en un tiempo de 24 horas, sin embargo, no fue posible determinar el CL50 en las 

muestras tomadas a lo largo del río debido a la ausencia de mortalidad de los nematodos 

C. elegans. 

3. Mediante ensayos in vitro se logró determinar la concentración letal media (CL50) en el 

nematodo C. elegans, para la muestra de sedimento se obtuvo una mortalidad de 34,143% 

en un tiempo de 24 horas. 
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CAPITULO VI 

6. RECOMENDACIONES 

 

 Implementar técnicas que logren una mayor eficiencia en el traspaso del nematodo, desde 

el medio de cultivo hasta los pocillos donde se llevara a cabo los ensayos toxicológicos. 

 Por las bajas concentraciones de trazas de metales pesados en el agua del río, se 

recomienda profundizar la investigación en época normal de trabajo, las mismas que en el 

tiempo de la toma de muestra de la presente investigación no estaban en su capacidad 

máxima de operación por el motivo de pandemia.   

 Recolectar en diferentes puntos muestras de sedimento, para poder corroborar los análisis 

realizados y lograr una comparación de la concentración de metales. 

 Dados los niveles de contaminación en la muestra 5 de agua antes de llegar al río “planta 

procesadora”  y la de sedimentos es recomendable establecer protocolos adecuados para 

retener los desechos tóxicos y así mitigar el impacto ambiental causado por trazas de 

metales pesados. 
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ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 9. Preparación de Agar K. 

Ilustración 8. Reactivos para Agar K 

Ilustración 10 Reactivos para  E. Coli OP50 
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Ilustración 11. Preparación y traspaso  de  E. Coli OP50 

Ilustración 12. Reactivos para medio K 

Ilustración 13. Reactivos para solución Bleatch 
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Ilustración 14.  Esterilización de materiales 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 15.  Toma de muestra de agua 1. Sector el Pache -rio 

Calera. 

Ilustración 16 Toma de muestra de agua  2. Sector el Pache -rio Calera 
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Ilustración 17. Toma de muestra de agua  3. Sector el Pache -rio 

Calera 

Ilustración 18. Toma de muestra de agua  4. Sector el Pache -rio 

Calera 

Ilustración 19.  Medición de temperatura y oxígeno 

disuelto in situ. 
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Ilustración 20. Análisis de metales  espectrofotometría 

de absorción atómica por flama de acetileno de marca 

Perquin El mer 300. 

  

Ilustración 21. . Mantenimiento del nematodo C. elegans. 

 

Ilustración 22. Traspaso de los nematodos a los pocillos 
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Ilustración 23. Secado y tamizado de muestra de sedimentos 

Ilustración 24. Obtención de extracto liquido de sedimento 
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. 

Ilustración 25. Análisis de metales pesados en las muestras de agua del rio calera realizado en 

el laboratorio Lab-Metalor. 
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Ilustración 26. Análisis de metales pesados en la muestra de agua residual de una planta 

procesadora de oro realizados en el laboratorio Lab-Metalor. 
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Ilustración 27. Análisis de metales pesados en la muestra de extracto de sedimentos del rio 

Calera realizado en el laboratorio Lab-Metalor. 
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