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RESUMEN

El canton Cuenca de la Provincia del Azuay es una de las zonas importantes de
extraccion de metales y curtido de cueros. La actividad de extraccion de oro, plata y
curtido de cueros inicio en el siglo XX y desde alli estas actividades han causado dafios
al medio ambiente y por consiguiente a la salud humana, debido a la cantidad de
sustancias quimicas, organicas e inorganicas que provocan una alta toxicidad en las
aguas residuales de aquellas industrias que, por falta de buenas practicas de manejo de
desechos peligrosos y disposicion final de los mismos, se han acumulado en diferentes
cuencas hidrograficas aledafas. Aquello genera consecuencias porque estos metales
como (Cromo, Plomo, Arsénico, Cadmio) tienden a contaminar el recurso vital, estudios
realizados preliminarmente han demostrado que existen concentraciones de Cromo
Hexavalente a lo largo del Rio Paute, donde se han registrado valores por debajo de la

normativa nacional.

Mediante ensayos de mortalidad in vitro, esta investigacion tiene como objetivo
determinar la toxicidad en aguas del rio Paute posiblemente causada por el metal pesado
Cromo Hexavalente, utilizando el nematodo Caenorhabditis Elegans como bioindicador

toxicoldgico.

Para determinar la concentraciéon de Cromo Hexavalente se procedi6 a analizar 3
muestras de agua que se tomaron a lo largo del Rio Paute; la primera muestra al unirse
el Rio Tomebamba y el Rio Yanuncay, una segunda muestra diagonal a una industria
curtidora de cueros “Curtiembre Renaciente”, y una tercera muestra en la union con el
Rio Milchiching. Para la determinacion de los parametros fisicoquimicos como el
potencial de hidrégeno (pH), color, temperatura y solidos disueltos totales se empled un
Equipo Multiparametros y para la determinacion del metal pesado Cromo Hexavalente

(Cr*©) se empled la técnica de espectrofotometria UV-Visible.

Al finalizar, con los resultados que se obtuvo se pudo evidenciar que a lo largo del rio
gue existen concentraciones del metal pesado Cromo Hexavalente por debajo de los
estandares de calidad ambiental que se utiliza como referencia (Cr < 0.05) mg/L. En
las muestras uno, dos y tres se evidenciaron concentraciones (M; = 0.017; M, =0.020;
M; =0.018) de Cromo Hexavalente respectivamente. Segin la normativa nacional
TULSMA Anexo 1 del Libro VI: Norma de calidad Ambiental y de descarga de



efluentes: Recurso Agua, Criterios de calidad para aguas destinadas al consumo humano
y uso doméstico, previo a su potabilizacion®®, se puede decir que las muestras de agua

no contienen concentraciones superiores a los limites permisibles de dicho metal.

Para los ensayos de letalidad se emple6 al nematodo Caenorhabditis Elegans (Cepa
N2). Aquel fue expuesto durante lapsos de tiempo de 8, 24, 48 y 72 horas en diferentes
diluciones (100%, 85%, 75% y 50%) de cada una de las tres muestras obtenidas. La
muestra uno durante las 72 horas produjo una mortalidad del 50%, mientras que en las
muestras dos y tres, que fueron seleccionadas en diferentes puntos a lo largo del Rio
Paute se pudo registrar una mortalidad mayor al 50% a largo plazo como lo indican

algunos estudios realizados con otros bioindicadores de toxicidad.

Se hipotetiza que las industrias mencionadas anteriormente serian responsables de la
contaminacion del rio debido a los quimicos utilizados a lo largo del proceso de
obtencion y mas que todo el mal manejo de las sustancias quimicas, tratamiento y
disposicion final de desechos, se podria explicar como una de las consecuencias de la

contaminacion al efluente vital del Rio Paute.

Palabras Clave: Curtiembre, Caenorhabditis Elegans, Bioindicador, Cromo
Hexavalente, Espectrofotometria.



ABSTRACT

The Cuenca Canton of the Azuay Province is one of the important areas of metal
extraction and leather tanning. The mining of gold, silver and leather tanning began in
the twentieth century and from there these activities have caused damage to the
environment and consequently to human health, due to the amount of chemicals,
organic and inorganic wastes that cause high toxicity in the waste water of those
industries that, due to the lack of good management practices for hazardous wastes and
their final disposal, have accumulated in different surrounding watersheds. That
generates consequences because these metals such as (Chromium, Lead, Arsenic,
Cadmium) tend to contaminate the vital resource, studies conducted preliminarily have
shown that there are concentrations of Hexavalent Chromium along the Paute River,

along the basin, where values below national standards have been recorded.

Using in vitro mortality tests, this research aims to determine the toxicity in waters of
the river Paute possibly caused by the heavy metal Chromium Hexavalent, using the

nematode Caenorhabditis Elegans as a bio-toxicological indicator.

To determine the concentration of Hexavalent Chromium, we proceeded to analyze 3
water samples that were taken along the Paute River, the first sample when joining the
Tomebamba River and the Yanuncay River, a second diagonal sample to a leather
tanning industry "Rebirth Tannery”, and a third sample at the junction with the
Milchiching River. For the determination of physicochemical parameters such as
hydrogen potential (pH), color, temperature and total dissolved solids, a Multiparameter
Equipment was used and for the determination of the heavy metal Hexavalent
Chromium (Cr (+6)) the UV-Visible spectrophotometry technique was used.

At the end, the results obtained showed that along the river at the point there are
concentrations of the heavy metal Hexavalent Chromium below the environmental
quality standards that is used as a reference (Cr<0.05) mg/L. In samples 1, two and three
concentrations (M1= 0.017; M2=0.020; M3=0.018) of Hexavalent Chromium were
observed respectively. According to the national regulations TULSMA Annex 1 of
Book VI: Standard of Environmental Quality and discharge of effluents: Water
Resource, Quality criteria for water intended for human consumption and domestic use,
prior to its potabilization, it can be said that the water samples do not contain
concentrations higher than the permissible limits of that metal.



The nematode Caenorhabditis Elegans (Strain N2) was used for lethality tests. It was
exposed for 8, 24, 48 and 72 hours in different dilutions (100%, 85%, 75% and 50%) of
each of the three samples obtained. Sample one during 72 hours produced a 50%
mortality, while in samples two and three, which were selected at different points along
the Paute River, mortality greater than 50% in the long term could be recorded, as

indicated by some studies carried out with other bioindicators of toxicity.

It is hypothesized that the industries mentioned above would be responsible for the
pollution of the river due to the chemicals used throughout the process of obtaining and
more than all the mismanagement of chemicals, treatment and final disposal of wastes,
could be explained as one of the consequences of pollution to the vital effluent of the
Paute River.

Keywords: Tannery, Caenorhabditis Elegans, Bioindicator, Hexavalent Chromium,

Spectrophotometry.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

A nivel mundial la contaminacion del agua se ha visto inmiscuida en afectaciones

graves con el medio ambiente, en varios estudios se ha demostrado que 40% de la



poblacion mundial, ain no cuentan con la disponibilidad de servicios de saneamiento
adecuados y el mayor impacto lo sufren aquellos paises en vias de desarrollo, que
descargan cerca del 90% de sus aguas residuales sin ningun tratamiento previo a los

rios, lagos y zonas costeras a su vez contaminando sus fuentes hidricas™.

La disponibilidad de una buena calidad de agua y de baja cantidad de contaminantes, es
necesaria para el consumo humano, la conservacion de los ecosistemas y las
necesidades productivas. Sin embargo, la utilizacion de agroquimicos, los desechos
industriales y los residuos urbanos afectan los recursos hidricos, ya que se hace
indispensable el desarrollo de nuevas herramientas de monitoreo y fiscalizacion de la

calidad del agua®,

La actividad extractiva clandestina, representa un problema para el medio ambiente, que
son comUnmente generados por las industrias de curtido de pieles y mineras®*. Estas
ocasionan contaminacion debido al uso de sustancias quimicas, metales pesados, que se
utilizan y se generan a lo largo del proceso de extraccion, que generalmente al ser

vertidas a los rios aledafios ocasionan una considerable contaminacién al efluente vital®.

El Nematodo “C. Elegans” permitira determinar si existe o no toxicidad en las muestras
de agua® para asi tomar conciencia de proponer o implementar el tratamiento del agua
residual provenientes de las industrias de extraccién minera y de curtido; de esta manera
el agua no solo podria ser tratada’ y que cumpla con los parametros de la legislacion

ambiental, sino que se puede estudiar la absorcién y eliminacion del material téxico.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Ecuador se producen cerca de 350 mil cueros y pieles al afio, y solo entre 2015 y
2019, las industrias dedicadas al curtido y preparacién de cuero crecié un 8.6%°%. Los
principales desechos generados en las curtiembres son descargas liquidas provenientes

de las diversas etapas de transformacion de la piel de bovinos, ovinos o porcinos®.

La calidad del agua en los rios se ha visto afectada a causa de industrias extractivas que
producen una cantidad de 1.2 millones de toneladas de desechos y residuos que son

emanados de manera directa o indirecta sin tratamiento previo'®. La mineria artesanal y



la de pequefia escala por lo general se caracterizan por ser una de las fuentes de
contaminacion debido al uso de mercurio en el proceso de amalgamacion, alrededor de

32 paises estan actuando arduamente para mitigar la contaminacion por mercurio™.

La industria de la curtiembre se caracteriza por la utilizacién del cromo (111) que pasa a
su estado de oxidacion como cromo (VI1), la cual es una carga contaminante alta debido
a los efectos impredecibles que podria causar en la vida acuética. EI cromo (V1) ha sido

determinado como un cancerigeno humano***2,

La actividad extractiva como mineria, curtiembres, agricola en la Ciudad de Cuenca
establece un problema para el medio ambiente y el recurso hidrico. Se cree que la
calidad del agua del Rio Paute se ha visto afectada por las diferentes industrias
mencionadas anteriormente, debido al proceso de extraccion y el incorrecto manejo de
descargas de los efluentes por su contenido de altas concentraciones de metales

pesados’.

Mediante la exposicion a muestras de agua con un organismo modelo como lo es el
Nematodo Caenorhabditis Elegans, permitira determinar si existe o no toxicidad en las
aguas del Rio Paute a través de la concentracion letal media “CL50”*%. Debido a lo cual,

se han planteado las siguientes preguntas de investigacion:

1.1.1 Problema General

¢Se vera afectado el nematodo Caenorhabditis Elegans al ser expuesto en agua del Rio
Paute? De ser asi, ¢(Cual sera la concentracion letal media CL50 del Caenorhabditis

Elegans en agua del Rio Paute afectado por los desechos de las actividades industriales?

1.1.2 Problemas Especificos

¢Cudles son las caracteristicas fisicas (pH, temperatura, solidos disueltos totales y color)
de agua del Rio Paute?

¢Las aguas del rio Paute poseen niveles altos de cromo hexavalente que puede ser

contaminante?



¢Cuél sera la concentracion letal media (CL50) del Nematodo C. Elegans en agua del

Rio Paute mediante bioensayos de toxicidad in vitro?

¢Cudl es la relacion de la concentracion del cromo presente en agua del Rio Paute con
los indices de mortalidad (CL50), del bioindicador C. Elegans?

1.2 JUSTIFICACION

En Ecuador la actividad extractiva (cuero y metales preciosos) se concentra como unas
de las principales fuentes econdmicas del pais, que se han realizado desde la América
Precolombina hasta la actualidad. En la provincia del Azuay se ha llevado a cabo las
practicas de extraccion minera, produccion de pieles y actividades agricolas tipicas de la

serrania ecuatoriana®>?®,

En los procesos de extraccion de metales de alto valor econémico, se utilizan reactivos
contaminantes como el cianuro y el mercurio, utilizados en los procesos de cianuracién

y amalgamacion. En las actividades de curtido de pieles, se utilizan sales metalicas



como el aluminio, titanio, cromo y como solvente el acido sulfarico, las cuales

confieren una toxicidad especial®’.

Aquellos reactivos que luego de cumplir su objetivo en los procesos de extraccion, al
final los residuos generalmente no son tratados y se desechan al medio ambiente, lo cual
produce un dafio severo al ser humano como resultado final por la toxicidad presente en

los residuos®,

El encargado de proteger los recursos naturales es la constitucion del estado
ecuatoriano, la cual debe hacer que se cumplan y se respeten las normativas
ambientales. Pese aquello, existen ain industrias clandestinas que generan actividades
de explotacion que no van de acuerdo a la ley, la cual origina un importante problema

ambiental®*®.

Debido a los problemas de contaminacion en la provincia del Azuay, esta investigacion
tiene como objetivo de evaluar la toxicidad CL50 usando como bioindicador el
nematodo Caenorhabditis Elegans en aguas del Rio Paute afectado por las actividades

de extraccion minera y curtido de pieles®.



1.3 ALCANCE

El presente proyecto contempla los analisis fisicos como el pH y temperatura medidos
mediante un equipo multiparamétrico “Analytical Instrument PH-3508; sodlidos
disueltos totales, color y quimico el cromo hexavalente mediante la espectrofotometria
UV-VISIBLE, asi como la verificacion de los parametros de calidad de aguas
destinadas para consumo humano con la normativa nacional TULSMA Anexo 1 del
Libro VI: Norma de calidad Ambiental y de descarga de efluentes: Recurso Agua,
Criterios de calidad para aguas destinadas al consumo humano y uso domestico, previo

a su potabilizacion™.

1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo General

Evaluar la toxicidad CL50 usando como Bioindicador el Nematodo “C Elegans” en

agua del Rio Paute — Cuenca, para determinar si cumple 0 no con la normativa vigente.

1.4.2 Obijetivos Especificos

v Determinar las caracteristicas fisicas (pH, temperatura, sélidos disueltos totales
y color) de agua del Rio Paute.

v’ Cuantificar la concentracion de cromo hexavalente en agua del Rio Paute.

v Determinar la concentracion letal media (CL50) del Nematodo C. Elegans en
agua del Rio Paute mediante bio-ensayos de toxicidad in vitro.

v Relacionar la concentracion del cromo presente en agua del Rio Paute con los
indices de mortalidad (CL50), del bioindicador C. Elegans.

1.5 HIPOTESIS

Existe presencia de cromo hexavalente en las aguas del Rio Paute, que provoquen
afecciones toxicas en el nematodo Caenorhabditis Elegans.



CAPITULO II
2. MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes del Impacto por la Contaminacion de Aguas de Rios.

La alteracion fisica o quimica en el agua se denomina contaminacion, esta afecta de
forma directa a los seres vivos. Existen diferentes tipos de contaminacion, y estos varian
dependiendo el nivel de desarrollo que tenga un pais. Como el agua no mide fronteras

existen contaminantes que se generan en un lugar y terminan en otro®*,

Anualmente se generan millones de toneladas de desechos que se caracterizan por su
toxicidad y peligrosidad, la mayor parte de estos terminan en rios, mares y por ende
también aguas subterrneas. A lo largo del tiempo la mala disposicion final de residuos

y desechos han causado un impacto enorme hacia la contaminacion de agua y tierra”.

1.1.1 Clases de contaminantes presentes en el agua.

e Compuestos de fosfatos y nitratos que causan la eutrofizacion.

e Agentes infecciosos: bacterias, hongos.

e Compuestos organicos toxicos.

e Compuestos inorganicos téxicos: Mercurio, Cromo, Arsénico, Cianuro,

Cadmio, Nitratos y nitritos, Sales, Cloruros.

Gran cantidad de las acciones para mitigar la contaminacion del agua han sido
puntuales, como construir plantas de tratamiento tanto de aguas residuales, como de los
lodos generados. Esto permitira tener un mayor manejo sobre los desechos municipales
y asi poder tener una mejora considerable en reducir las descargas. Lamentablemente en
algunas ciudades no se da el mismo caso, pues sus expansiones no van de acuerdo a las
capacidades de las plantas de tratamiento, de esta manera la calidad del agua ha

mejorado, pero de una manera minima en areas de sobrepoblacién®*,

1.2 Localizacién del area de estudio

La Ciudad de Cuenca capital de la provincia del Azuay se encuentra ubicada en la parte

centro sur de la Republica del Ecuador.



e Punto 1 (Union Rio Tomebamba & Rio Yanuncay)

e Punto 2 (Diagonal a la Curtiembre Renaciente)

e Punto 3 (Final del Rio Paute, union con el Rio Milchiching)

Putuchi

Figura 1. Sitio de muestra de la cuenca hidrografica Paute.
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1.3 Toma de Muestra

Los muestreos se realizaron siguiendo las directrices de la Norma Técnica Ecuatoriana
“NTE INEN 2169:2013” el 3 de febrero del 2021 en el Rio Paute en 3 puntos ubicados

en una zona representativa del Rio Paute (Provincia de Azuay, Cuenca), junto a la

“Curtiembre Renaciente” hasta antes del punto de union con el rio Milchiching.



Esta zona posee caracteristicas hidrogeoldgicas que permiten su aprovechamiento para
diferentes usos. Se lograron evidenciar las siguientes caracteristicas fisicoquimicas

mediante analizadores portétiles:

Temperatura (T)
e pH
Sélidos disueltos totales (TSD)

Color.

Cabe recalcar que para andlisis en el laboratorio, las muestras se tomaron en tubos

estériles y se guardaron a 4 °C hasta su uso®.

1.4 Industria de las Curtiembres

La industria de la curtiembre, que utiliza una variedad de productos quimicos en el
proceso de curtido, es reconocida como uno de los principales contribuyentes de
metales pesados al medio ambiente y plantea serias amenazas medioambientales en todo
el mundo®®. Los efluentes descargados de la industria del curtido contienen una gran
cantidad de desechos liquidos y solidos con cantidades sustanciales de sustancias
quimicas toxicas (sulfato de sodio, hidroxido de sodio, hidrosulfato de sodio, sulfuro de
arsénico, hidrosulfato de calcio, dimetilemina, sulfhidrato de sodio y sulfato de cromo;

y otros metales traza pesados t6xicos, materia orgénica, cal y sulfuro®?.

Las plantas de curtido industrial transforman las pieles en cueros mediante una serie de
operaciones quimicas y mecanicas. Las sales de cromo (en particular, el sulfato de

cromo) son las sustancias curtientes mas utilizadas en la actualidad®’.

Las curtiembres adoptan el curtido al cromo proceso debido a su velocidad de
procesamiento, bajos costos, color claro del cuero y mayor estabilidad del cuero
resultante. Durante el proceso de curtido, el cuero absorbe entre el 60% y el 80% del
cromo aplicado y el resto de sales metalicas suelen verterse en aguas residuales con

serias sospechas de impacto ambiental?®?°.

1.5 Industria Minera

En la mineria se produce una extraccion de metales pesados, la cual requiere de

diferentes productos nocivos o toxicos, con altas cantidades de agua en las lagunas que



son utilizadas para la extracciéon del metal de interés por lo cual existen compuestos
quimicos adheridos a la clase del suelo 0 mina que podrian mezclarse entre si, dando

como resultado una aglomeracién de sustancias nocivas que son desechadas®®.

Los subproductos de procesos mineros de relaves y escombros que son desechados
directamente a caudales fluviales corresponden una alta toxicidad, estos pueden
contener trazas de S, Cd, Pb, As, CN-, Hg y otras clases de compuestos ya sean
fendlicos o aromaticos. La contaminacion directamente al ambiente se produce al
momento que dichos desechos son vertidos al suelo y a rios sin ninguna clase de

tratamiento a esas aguas’.

1.6 Sustancias Contaminantes
1.6.1 Industria de la Curtiembre.

Las sustancias quimicas contaminantes que son utilizadas en el proceso de ribera de la
industria de la curtiembre son: Carbonato de sodio (Na2CO3), Hidroxido de sodio
(NaOH), Sulfuro de sodio (Na2S), Cal (Ca0), Pesticidas, Detergentes, Cloruro de sodio

(NaCl), entre otras*"*,

En el proceso de curtido de la industria de la curtiembre son: Bicarbonato de sodio
(Na2C03), Bisulfito de sodio (NaHSO3), Acido formico (CH202), Acido sulfirico
(H2S04), Sulfato de amonio (NH4)2S04, Sulfato de Cromo (Cr2(S04)3), Detergentes,
Cloruro de sodio (NaCl), Formiato de sodio (CHO2Na), Desengrasantes, Sintanos,

Solventest=3,

1.6.2 Industria Minera.

Las sustancias quimicas contaminantes que son utilizadas en el proceso de flotacion
son: Xantatos etilico de potasio y sodio, Xantatos amilico de potasio,
Xantatosisopropilico de sodio, Hidroxido de sodio, Acido sulfdrico, Sulfato de cobre,
Acetato de plomo, Silicato de sodio, Sulfato de zinc, Cianuro, Dicromato de potasio,

Sulfuro de sodio, Mercurio®*®,



1.7 EIl Metal Pesado Cromo.

El cromo (Cr) es un elemento metalico que pertenece a la primera serie de transicién de
la tabla periddica. EI cromo tiene 3 formas estables, como metal y aleaciones 0, como
trivalente +3 y como estados de valencia +6°°. En el estado de valencia +3 la quimica
del cromo estd dominada por complejos estables con compuestos organicos e
inorganicos, ademas en el estado de valencia +6 el cromo existe como especies “0x0”

como Cr05 (Oxido de Cromo), Cr0; 2 (Cromato) los cuales son altamente oxidantes®’.

1.7.1 Efectos del Cromo en Seres Humanos y Animales.

Los efectos del cromo en la salud pueden causar Ulceras cromadas, reacciones
corrosivas en el tabique nasal, dermatitis irritativa, aguda y alérgica. Se han registrado
dermatitis eccematosa entre sujetos expuestos a compuestos del cromo hexavalente, se
notificaron ulceraciones o perforaciones del tabique nasal en sujetos tras la exposicion
por inhalacion del cromo +6 como resultados de exposicion de a concentraciones de

mas de 20 ug/m3%.

El cromo +3 es un elemento esencial en el ser humano, ademas el cuerpo puede
desintoxicar cierta cantidad de cromo +6 a cromo +3. Se ha determinado falta de aire,
tos aguda en casos de exposiciones a cromo +6°°. Los estudios en humanos han
establecido claramente que el cromo +6 inhalado es un carcindgeno humano, lo que
resulta mayor riesgo de cancer de pulmén. Los estudios en animales han demostrado

que el cromo +6 causa tumores pulmonares por inhalacién o exposicion*2.

1.7.2 Afectaciones del Cromo en la Salud

La determinacion de los niveles de Cr en muestras ambientales es de gran importancia
porque la toxicidad del cromo es bien conocida. Los dos principales estados de
oxidacion del Cr (Cr 3+ y Cr 6+) estan habitualmente presentes en aguas naturales, pero
difieren significativamente en propiedades bioldgicas, geoquimicas y toxicoldgicas.
Considerando que Cr 3+, en un rango de concentracion estrecho, se considera que es
menos toxico e incluso esencial para los mamiferos por diversas vias bioldgicas (es
decir, el metabolismo de la glucosa, lipidos, proteinas, etc.)*, Cr 6+ Se informa que las

sales tienen efectos toxicos graves en los seres humanos y es fuente de diversas



enfermedades cancerosas. La determinacion de trazas de Cr en muestras ambientales es

de gran importancia debido a su toxicidad™.

1.7.3 Efectos Ambientales del Cromo

En el medio ambiente este puede provenir de fuentes naturales, usos industriales y de la
quema de combustibles fésiles y madera. Las fuentes industriales de cromo mas

importantes se originan a partir de la produccién del ferrocromo®;

Refinacion y procesamiento de minerales, plantas de produccion de cemento,
revestimiento de frenos de automoéviles y convertidores cataliticos, curtiduras y

pigmentos de cromo también contribuyen a la carga atmosférica de cromo™'.

Productos quimicos de cromato utilizados como inhibidores de niebla en torres de
enfriamiento y la niebla formada durante el cromado son probablemente las fuentes

primarias de Cr +6 emitido como nieblas en la atmésfera®.

1.7.4 Usos del Cromo Trivalente y Hexavalente.

El cromo metélico se utiliza principalmente para fabricar acero y otras aleaciones. Los
compuestos de cromo, tanto en forma de cromo (I11) como de cromo (VI), se utilizan

para:

e Cromado, fabricacion de tintes y pigmentos.

e Conservacion del cuero y madera.

e Tratamiento de torres de enfriamiento de agua.

e Se utiliza en cantidades méas pequefias en lodos de perforacion.

e Materia textil y toner para fotocopiadoras’.

1.8 Principales parametros de las aguas residuales en las industrias.

Se ha elaborado una normativa ambiental la cual obligue a las diferentes industrias
poder realizar varios andlisis fisico-quimicos en las descargas al medio ambiente. La
normativa expresa 16 parametros para su medicion y son los siguientes: sélidos
sedimentables, temperatura, pH, solidos suspendidos, nitratos, cromo hexavalente,

mercurio, arsénico, cianuro, DQO, DBO, grasas y color. En base a la normativa los



parametros son comparados con TULSMA, Libro VI, Anexo I, la cual estas descargas

de las aguas residuales seria en el Rio Paute®.

1.8.1 Sélidos sedimentables:

Es una medida del volumen de sélidos sedimentados en el fondo del famoso cono Inhoff
en una hora y la cual representa la cantidad de lodo que se puede eliminar por una

sedimentacion simple, referida en mililitros/litro (ml/L)>.

1.8.2 Temperatura:

Este es un pardmetro que afecta a otras caracteristicas de las aguas residuales, el
tratamiento y caracteristicas finales de eliminacion. La contaminacién térmica es un
problema que limita el aumento y la subsistencia de la vida organica en el agua. En si
esta afecta a la vida acuatica mediante la transformacién del oxigeno disuelto, velocidad
de las reacciones quimicas, Yy la existencia de bacterias. La cual el tratamiento del agua
debe estar entre 25 ° Cy 35 ° C*.

1.8.3 Potencial Hidrogeno (pH)

Este es un pardmetro muy importante en las aguas residuales y su tratamiento, porque el
agua con un valor de pH menor a 6 promovera el incremento de hongos, mientras que el
agua con un valor de pH mayor 6 formara nitrdgeno amoniacal en fase gaseosa. Esta es
la razén por la que el pH es esencial para el tratamiento de aguas residuales, pero

incluso para promover la vida biolégica, por la cual el pH éptimo seria de 6,5 a 8,5 ***.

1.8.4 Solidos suspendidos:

Estos son los que estan formados por particulas que, por su naturaleza coloidal, quedan
dispersas en el agua. Dichos s6lidos suspendidos no se depositan por gravedad cuando
el agua se encuentre en estado de reposo®.

1.8.5 Nitratos:

Esta se produce en la oxidacion aerdbica del amoniaco y los compuestos nitrogenados

organicos conduce a la formacion de nitritos y luego a nitratos, por lo que un alto



contenido de nitratos y al mismo tiempo bajos niveles de amonio indican que es un agua

contaminada durante mucho tiempo®’.

1.8.6 Cromo hexavalente:

Este es utilizado en el curtido esta en forma de sales minerales de cromo trivalente. En
varias circunstancias del proceso de bronceado de la piel, el Cr 11l se oxida en Cr IV,
que es téxico y se considera cancerigeno y mutagénico y se ha demostrado en

humanos®.

1.8.7 Mercurio

Es un elemento toxico de la tabla periddica (Hg) denominado como un metal muy
importante al momento de contaminar al ambiente, ya que en la mineria se lo utiliza
para la recuperacion del oro a base de amalgamaciones que luego son desechados por

relaves afectando directamente a suelos y rios*.

1.8.8 Arsénico

El As es denominado como un metal pesado por sus altos indices de toxicidad en su
forma organica, este elemento se lo puede encontrar en la mineria de manera natural y
mediante disoluciones con sustancias quimicas se lo libera, la cual causa un impacto

ambiental en los suelos y rios al ser emanados por los relaves mineros®”.

1.8.9 Plomo

El plomo (Pb) es un elemento quimico de color gris y en la corteza terrestre se lo puede
encontrar en pocas cantidades, este metal es utilizado en diferentes industrias como la
mineria y la curtiembre, ya que en pequefias trazas es muy toxico para el ser humano y
causa un impacto directo en la contaminacion ambiental (aire, suelos y efluentes
hidricos) al ser vertidos des pues de diferentes procesos como lo es en el curtido de

pieles®.



1.8.10 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Este parametro se utiliza para medir el equivalente de oxigeno de una sustancia organica
quimicamente oxidable usando un agente quimico oxidante fuerte en un medio acido y a
temperaturas elevadas. La cual es util como pardmetro de concentracién organica en

aguas residuales industriales o municipales biopeligrosas™.

1.8.11 Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO)

Establece que los microorganismos necesitan una cantidad de oxigeno para
descomponer la materia organica biodegradable en presencia de aire. La cual se verifica
a 20 °C y la prueba se realiza en el laboratorio durante una incubacién de cinco dias. Es

decir, se representa en miligramos de oxigeno por litro de agua™.

1.8.12 Grasas

Estas sustancias lipidicas que permanecen en la superficie cuando se mezclan con agua
provocan la aparicion de cremas o en espumas. Se logran medir en solubilidad en

hexano.

1.8.13 Espectrofotometria UV-Visible

Es conocida como una técnica analitica que se utiliza para determinar la concentracion
de un compuesto en una muestra de agua o compuesto en solucién. Su principio es la
absorcion de las radiaciones electromagnéticas, y la medicién de la cantidad de luz que

fue absorbida por la misma®.

1.9 Nematodo Caenorhabditis Elegans
1.9.1 Caracteristicas Generales

El nematodo Caenorhabditis Elegans de vida libre que se lo encuentra en el suelo, es
tolerante a un rango amplio de temperaturas medias, generalmente se encuentra en
regiones templadas, se caracteriza por ser un diminuto microorganismo el cual se puede
mantener con bajos costos, y mediante técnicas in vitro se puede manipular de manera

estdndar. Es un organismo que se alimenta de bacterias como Escherichia coli o



Bacillus subtilis y hongos que se encuentran en el suelo, ademas de la fruta en

descomposicién?.

Mide poco mas de 1mm de largo, generalmente se clasifican en L1, L2, L3, L4, las
larvas adultas (L4) son visibles a simple vista, mientras que las demas (L1, L2) y los
huevos, es necesario de un Estereomicroscopio para su observacion®®%. Existen el sexo
macho (X09) y la forma mas abundante hermafrodita (XX), estos gusanos se

reproducen mediante autofecundacion®

1.9.2 Ciclo de vida.

El ciclo de vida completo del C. Elegans es de aproximadamente 3 a 5 dias a 20°C,
comienza como un embrién y luego cuatro estados de larva (L1-L2-L3-L4), El estado
adulto vive entre 11 a 17 dias a una temperatura de 20°C. Los cambios mindsculos de

525 cuando las

temperatura pueden demorar o agilitar el desarrollo del nematodo
condiciones ambientales no son favorables para el crecimiento se forma una larva
diferente denominada larva dauer. Esta larva puede permanecer en un estado de
hibernacién y seguir con su desarrollo cuando las condiciones ambientales sean

favorables?.

Figura 2. Ciclo de vida de C. Elegans.
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1.9.3 Importancia del Nematodo Caenorhabditis Elegans en estudios de

toxicidad.

Los estudios que se han hecho sobre la toxicidad donde se han utilizado cualquier
cantidad de mamiferos generalmente son costosos y demandan abundante tiempo, por
ende, al aumentar el uso de mas de un mamifero aumentaria la productividad, sin

embargo, aumentara también el costo y el rendimiento disminuira®.

En comparacion con las pruebas en mamiferos, los ensayos de toxicidad de C. Elegans
nos proporcionan datos de un microorganismo completo con sistemas digestivo,
reproductivo, endocrino, sensorial, neuromuscular intactos y metabélicamente activos.
El tamafio del nematodo permite mantener miles de animales en medios nutritivos
controlados, con una capacidad reproductiva de aproximadamente 300 progenies por

adulto hermafrodita mediante autofecundacion®>°.

La factibilidad de cultivo de C. Elegans por su tamafio, capacidad para crecer en medios
liquidos axénicos, ademas de los métodos para evaluar la letalidad del nematodo son
simples y econdmicas para instalar en un laboratorio cumpliria con los estandares

aceptados para la evaluacion de toxicidad con un organismo de laboratorio®®.

1.10 Marco Legal
1.10.1 Constitucion de la Republica del Ecuador

La Constitucién del Ecuador reconoce que el cuidado ambiental debe ser de una manera
obligatoria. Las personas o comunidades que vivan en areas ecolégicamente sostenibles
deben de garantizar la conservacion del ecosistema. En los cuales se mencionan los

siguientes articulos®”:

Art. 14 menciona “Se busca vivir en un ambiente saludable y ecolégicamente reflexivo
que garantice la sostenibilidad y un buen modo de vivacidad. Se declara de afan
donacién la conservacion de la atmosfera, la preservacion de los ecosistemas y la

biodiversidad...”**%,



Art. 15 expresa que “El Gobierno origina el uso de tecnologias amigables con el medio
ambiente y energias alternativas no contaminantes y de bajo impacto en el sector

publico y privado.”

El Ecuador se obliga a "certificar el derecho tanto individual como colectivo a vivir en
una escena saludable y ecolégicamente equitativa" mediante el establecimiento de
mecanismos efectivos para la inmunizacion y gendarme del envenenamiento ambiental

de 4reas naturales degradadas y una gufa sostenible de los recursos naturales®.

1.10.2 TULSMA: Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria del

Ministerio del Ambiente

El TULSMA promueve las politicas ambientales del estado ecuatoriano a través de

varios libros como los son:
-Libro I: De la autoridad ambiental
-Libro II: De la gestion ambiental
-Libro 111: Del régimen forestal
-Libro 1V: De la biodiversidad
-Libro V: De los recursos costeros
-Libro VI: De la calidad ambiental

Libro VI este hace referencia a la regularizacion de la calidad del suelo, agua, aire y la

contaminacion de las mismas'*®°.

1.10.3 Ley De Gestion Ambiental

En el Art. 21 expresa que “Los métodos de gestion ambiental incluyen inspecciones
bésicas; evaluacion de impacto ambiental; Evaluacién de riesgos; planes de tratamiento;
planes de gestion de riesgos; sistemas de seguimiento; planes de contingencia y

mitigacion; auditorias ambientales y planes de salida™’.



1.10.4 Ley Organica de Salud

En el Art. 103 puntualiza el impedimento de cualquier persona fisica o juridica la
descarga o eliminacién de desechos médicos infecciosos, especiales, tdxicos y
peligrosos sin el tratamiento adecuado, debe ser tratado técnicamente antes de la
eliminacion y la eliminacion final debe realizarse en lugares especiales habilitados para

tal fin por las autoridades locales del pais®.

1.10.5 Codigo Penal

En este reglamento puntualiza el Art. 437 B (Cap. XA) que declara “Quien incumpla la
normativa ambiental debera disponer de cualquier tipo de residuo que exceda los limites
legales, si dicha accion dafia o altera la flora, fauna, potencial genético, recursos
hidrobioldgicos o biodiversidad, sera sancionado con pena privativa de libertad de uno a

N : . . : , 61
tres afios, si el acto no constituye un delito opresivo mas grave™".



CAPITULO 111

3. METODOLOGIA

2.1 Tipo de Disefio de Investigacion

La presente investigacion ejecutada es cuasi experimental, donde se utiliz6 métodos y
procedimientos empleados que ya han sido empleados en diferentes investigaciones de

revistas cientificas reconocidas.

2.2 ldentificacion de Variables

2.2.1 Variables independientes

e Concentraciones de Cromo en las muestras de agua.

e Puntos de toma de muestra.

2.2.2 Variables dependientes

e % Mortalidad del Nematodo “Caenorhabditis Elegans”

e Concentracion letal media (CL50)

2.3 Poblacion y Muestra

2.3.1 Poblacién

Efluente del Rio Paute, en la ciudad de Cuenca, perteneciente a la provincia del

Azuay.

2.3.2 Muestra

Agua del Rio Paute en tres puntos especificos, en el punto 1 al inicio del Rio se
tomo la muestra 1 (unién entre el rio Tomebamba y rio Yanuncay), el punto 2 frente
a la Curtiembre Renaciente se tomd la muestra 2 y el punto 3 al unirse al rio

Milchiching se obtuvo la muestra 3.



2.4 Materiales, Equipos y Reactivos

2.4.1 Materiales de laboratorio

Vasos de precipitacion de 50 y 100 ml.
Frascos ambar de 500 ml.
Cajas Petri.

Tubos Falcon de 15 ml.
Micro puntas.

Mechero de Alcohol.
Lampara Ultravioleta.
Pipetas Pasteur.

Espétula.

Micro pipetas.

Erlenmeyer 500 y 1000 ml.
Tubos de Ensayo.

Asa de Platino.

2.4.2 EqQuipos

Espectrofotometro VIS DR 1900.

Cooler

Estereoscopio binocular marca Labomed Ref. CZM6
Centrifuga marca Dynac

Autoclave modelo YX-18 LM

Estufa

Refrigerador Electrolux

Incubadora

Balanza analitica

2.4.3 Reactivos

Medio K.
Agar K.
Agua destilada - Agua MiliQ.



e Sustancia Blangqueadora.
e Hipoclorito de Sodio.

e Alcohol Industrial.

e Alcohol Potable.

e Cloruro de Potasio.

e Cloruro de Sodio.

e Cloruro de Calcio.

e Hidroxido de Sodio.

e Sulfato de Magnesio.

e Peptona.

e Colesterol.

2.4.4 Material bioldgico

e Nematodos Caenorhabditis Elegans cepa N2-N3-N4
e Escherichia coli OP50

2.45 Otros materiales.

e Papel Periddico.

e Papel Aluminio.

e Cinta de Papel.

e Marcador o rotulador.
e Guantes de latex.

e Mascarilla.

2.5 Técnicasy Métodos

2.5.1 Recoleccion de muestras de agua.

Se recolectaron muestras de agua en 3 puntos diferentes del Rio Paute, la primera
muestra en el inicio del Rio (union entre el rio Tomebamba y rio Yanuncay),
segunda muestra frente a la Curtiembre Renaciente y la tercera muestra antes de
unirse al rio Milchiching. Las muestras de agua fueron recolectadas en botellas de

color &mbar como lo establece la Norma INEN 2169:201321, tomadas a 10 cm de la



superficie del rio, fueron transportadas en un cooler con hielo para mantener las
muestras a una temperatura de 4°C y en el laboratorio fueron almacenadas a -10°C

en un freezer?,

2.5.2 Equipo Analitico

Para medir la concentracion de metales pesados existentes en las diferentes muestras
de agua, se las analizé en un Espectrofotometro VIS portatil de marca Hach “DR
1900°%%%

2.5.3 Calibracioén.

El Espectrofotometro UV-VIS portatil Hach DR1900 utiliza una calibracion

automatizada, al encender el equipo se realizan las mediciones de calibracion®.

2.5.4 Metodologia de Analisis de Muestras

El analito que es de interés en esta investigacion es el Cromo Hexavalente. Para ello
se utilizara el siguiente método de analisis (Espectrofotometria UV-VISIBLE)™ que
se realizé en el laboratorio de Toxicologia Ambiental de la Universidad Técnica de

Machala.

2.5.4.1 Procedimiento de almohada en polvo.

Se selecciona el programa Cromo, Hex. 0.700 mg/L.

Preparacion de la muestra: Se llena la celda con 10mL de muestra.
Se afiade el contenido del reactivo “Chromaver 3”.

Homogeneizar para mezclar.

Encender el temporizador por 5 minutos, para el tiempo de reaccion.
Se prepara el espacio en blanco con 10 mL (Agua destilada)
Limpiar la celda del blanco.

Insertar el blanco en el soporte de la celda.
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Visualizar que la pantalla muestre 0.00 o 0.000 mg/L.
10. Limpiar la celda.
11. Insertar la muestra preparada e la cela preparada.

12. Pulsar LEER. Visualizar que los resultados se muestren en mg/L®.



2.5.5 Preparacién de medios

Segiin Lurnia Bernati y Scharrlab Chemie, “para el adecuado estudio del

Caenorhabditis Elegans es necesario realizar una preparacion de medios, la misma que

nos ayudard a establecer un sitio de vida y reproduccion del nematodo”®.

2551 Mediok

Es una solucion salina que ofrece al C. Elegans 6ptimas condiciones para desarrollar y

elaborar investigaciones.

2.5.5.2 Preparacion

Se utiliza un frasco segun las cantidades y volumen que se va a preparar con las

cantidades de sustancias que se detallan a continuacion:

Tabla 1. Cantidad de reactivos que se agregan para la preparacién del Medio K en 500
ml Agua mili Q:

KCL NaCl

1.18¢ 159

Fuente: Autores

Tabla 2. Cantidad de reactivos que se agregan para la preparacién del Medio K en
1000 ml Agua mili Q:

KCL NaCl

2.36g 39

Fuente: Autores

2.5.5.3 Procedimiento para la preparacion de medio K

Pesar la cantidad requerida de KCI y NaCl y colocar en el erlenmeyer.
Adicionar el Agua miliQ
Tapar el erlenmeyer con papel aluminio.

Autoclavar por 1 hora aproximadamente.

a > W N e

Dejar enfriar y colocar en nuestro recipiente y rotular.



2554 AgarK

El cultivo donde se da el crecimiento del nematodo y se establecen condiciones
adecuadas para su ciclo de vida, es denominado Agar K. Para realizar la preparacion se
deben pesar las siguientes cantidades de compuesto, dependiendo el volumen a
utilizar®®.

Tabla 3. Cantidad de reactivos que se agregan para la preparacion del Agar K en 500
ml Agua mili Q

KCL NaCl Peptona Agar

1.18¢ 15¢ 1.25¢ 8549

Fuente: Autores

Tabla 4. Cantidad de reactivos que se agregan para la preparacion del Agar K en 1000
ml Agua mili Q:

KCL NaCl Peptona Agar

2.36 9 39 259 179

Fuente: Autores

2.5.5.,5 Procedimiento para la preparacion de Agar K

1. Colocar en un Erlenmeyer y homogeneizar.

2. Tapar el Erlenmeyer con papel aluminio mientras calentamos la mezcla.
3. Autoclavar aproximadamente por 1 hora.
4

Dejar enfriar la solucion.
Para traspasar el medio K a la caja Petri:

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

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

3. Dejar enfriar y sellar las cajas petri con parafina para evitar contaminacion de las
placas por hongos o microorganismos.

4. Rotular y guardar en refrigeracion.



2.5.5.6 Solucion Bleach

La solucion de blanqueo utilizada para sincronizar los nematodos Caenorhabditis
Elegans en etapa larvaria (L1). El método indica que los nematodos son sensibles a la
lejia, sin embargo, la envoltura del huevo protege a los embriones. Después de
someterla a un tratamiento con una solucion de hipoclorito de sodio, para conseguir el
estado larvario adecuado es necesario incubar los embriones en un medio liquido sin

alimento, lo que permite la eclosién®’.

2.5.5.7 Preparacion

Tabla 5. Procedimiento para la preparacion para 50ml de solucién Bleach.

Agua mili Q HCIO (5%) NaOH

35 ml 15 ml 5 perlas

Fuente: Autores

e Mezclar y agitar con una varilla de vidrio hasta disolver el hidroxido de sodio.

e Rotular con fecha.

Observacion: tomar en cuenta que la solucion Bleach tiene una duracion de tres dias.

2.5.6 Mantenimiento de la cepaN2 del nematodo Caenorhabditis Elegans

Para llevar a cabo el mantenimiento, se procede con los siguientes pasos:

e Preparar el medio de cultivo Agar K.

e Agregar el alimento Escherichia coli OP50 al medio de cultivo cada 48 horas
aproximadamente cinco gotas”’.

e Observar las cajas petri que contengan la mayor cantidad de nematodos con
ayuda del Estereomicroscopio.

e Transferir con el medio K a un tubo falcon de quince mililitros para llevarlo a la
centrifuga por dos minutos a 2200 rpm.

e Decantar y colocar por cinco minutos en hielo, removemos el sobrenadante.

e Colocar en una caja petri que esté adecuada para el crecimiento del nematodo?.



2.5.7 Sincronizacién

Para realizar la sincronizacion se siguen los siguientes pasos:

e Verificar que las cajas Petri tengan la suficiente cantidad de huevos del
nematodo

e Con el medio K traspasar los nematodos y huevos a un tubo falcon de quince
mililitros.

e Centrifugar por dos minutos a 2200 revoluciones por minuto.

e Reposar en hielo durante cinco minutos.

e Eliminar el sobrenadante hasta tener dos mililitros.

e Adicionar diez mililitros de solucion Bleach,

e Agitar suavemente durante seis minutos y centrifugamos por dos minutos a 2200
revoluciones por minuto.

e Eliminar el sobrenadante hasta dos ml

e Llenar con medio k el tubo falcén hasta quince ml y agitar

e Centrifugar por dos minutos a 2200 revoluciones por minuto.

e Dejar reposar en hielo por cinco minutos.

e Eliminar el sobrenadante hasta dos mililitros.

e Agregar de cuatro a seis ml de medio K.

e Centrifugamos por dos minutos a 2200 revoluciones por minuto.

e Dejar reposar en hielo.

e Eliminar el sobrenadante hasta dos mililitros.

e Colocar en las cajas de cultivo previamente preparadas con sustrato para los

nematodos™.

Se utiliza esta técnica con el objetivo de eliminar los nematodos y obtenerlos en un
estado embridnico, para luego establecer los medios Optimos de crecimiento para
obtener una L4 y poder realizar los ensayos toxicoldgicos.



Figura 3. Ensayos de cultivo de vida util del nematodo C Elegans

Solid culture systems Liquid culture systems
() ™ s "™
: 4 Egge Gravidadult  B/®ach
Solid agar plate

Hatching (overnight N
g (overnig )bw
W afas

Development
for 2-3 days

Fuente: 2068

2.6 Ensayo de Mortalidad

Para llevar a cabo los ensayos de mortalidad, se debe utilizar los nematodos L4 (estado
larvario) luego de haber sido cultivadas en cajas Petri, para luego traspasar los
Caenorhabditis Elegans con la ayuda de un aza de platino a las placas de polipropileno
de 24 pocillos. Para lograr una mayor confiabilidad, se realiza el ensayo por triplicado y
un blanco de Medio K. Con el Estereomicroscopio se da lectura a los organismos a las 8
h, 24 h, 48 h, 72 h para ir conociendo entre estos lapsos de tiempo la mortalidad del

nematodo?.



CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Cuadro 1. Matriz de informacion de muestras de agua.

MATRIZ DE INFORMACION DE MUESTRAS DE AGUA DEL RIO PAUTE

MUE Coordenadas | Temperatura Sélidos pH Color Fechay Hora | Concentracién de Cromo
STR UTM °C Disueltos (PtCo) Hexavalente (mg/L)
AS Totales
(mg/L)
M1 2°54°23°S 17.2 6 6.73 37 03/02/2021 0.015
78°58°58°W 10:00 am
M2 2°53°45°S 17.8 8 3.87 67 03/02/2021 0.022
78°58°09°W 11:00 am
M3 2°53°38’S 17.9 1 5.80 23 03/02/2021 0.019
78°57°56°W 12:20 am

Fuente: Autores

En el Cuadro 1, se denota los datos de las diferentes muestras de agua que fueron

tomadas en 3 puntos el Rio Paute, donde se hallaron parametros de pH con porcentajes

sobre los limites permisibles de la normativa ambiental ecuatoriana. Con respecto a la

concentraciéon de Cromo Hexavalente, las 3 muestras se encuentran dentro de los limites

permisibles establecidos en el Tulsma Anexo 1 del Libro V

14
I

Los parametros de Color expresados en unidades de Pt-Co se encuentran dentro de los

limites permisibles de la normativa ambiental, y los solidos disueltos totales que fue un

parametro plus que se lo obtuvo mediante UV-Visible.




Cuadro 2. Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra de agua #1 del Rio

Paute.

Ensayo de Mortalidad

Muestra #1 de agua del Rio Paute

%

Tiempo de Exposicion

Concentracion Expuestos 8h 24 h 48 h 72h
V | %MT (M| V | %MT V | %MT V | %oMT

50 10 10 0|10 10 10

50 10 10 ) 0|10 i 10 i 10 )

50 10 10 0|10 10 10

75 10 10 0 |10 9 9

75 10 10 - 0 |10 - 9 10 9 10

75 10 10 0 |10 9 9

85 10 10 119 9 8

85 10 10 - 119 10 9 10 8 20

85 10 10 119 9 8

100 10 10 119 7 5

100 10 10 - 19 10 7 30 5 50

100 10 10 19 7 5
Blanco 10 10 0|10 10 10
Blanco 10 10 - 0 |10 - 10 - 10 -
Blanco 10 10 0 |10 10 10

Fuente: Autores




Analisis. Cuadro 1.

En los ensayos de mortalidad, 10 nematodos Caenorhabditis Elegans fueron expuestos
a diferentes concentraciones (50, 75, 85y 100 %) en muestras de agua del Rio Paute en
tiempos de 8, 24, 48 y 72 horas respectivamente. La tasa de mortalidad del C. Elegans
en el cuadro #2 a las 24 h alcanz6 el 10%, a las 48 h alcanz6 el 30%, mientras que a las
72 h alcanzd el 50% de mortalidad en la muestra a una concentracion del 100%. A una
concentracion de muestra del 85% a las 24 h alcanz6 el 10% y a las 72 h alcanz6 el 30%
de mortalidad. A una concentracion del 75% se observa que alcanzo el 10% de
mortalidad en un tiempo de 72 h, mientras que en concentraciones del 50% no se

observa porcentajes de mortalidad dentro de las 72 h de exposicién del nematodo.



Cuadro 3. Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestras de agua del Rio

Paute.

Ensayo de Mortalidad

Muestra #2 de agua del Rio Paute

Tiempo de Exposicion
%
Concentracion Expuestos 8h 24 h 48 h 72h
M|V | %MT | M|V |%MT | M| V| %MT V | %MT

50 10 0|10 0 |10 0|10 9

50 10 o100 - |o|10| - |o|10] - 9 | 10

50 10 0|10 0 |10 0|10 9

75 10 0 |10 0 |10 119 9

75 10 0 |10 - 0 |10 - 119 10 9 10

75 10 0 |10 0 |10 119 9

85 10 119 119 2 |8 6

85 10 119 10 119 10 2 |8 20 6 40

85 10 119 119 2 |8 6

100 10 119 2|8 515 2

100 10 119 10 (2|8 20 | 55| 50 2 80

100 10 119 2|8 515 2
Blanco 10 0 |10 0 |10 0 |10 10
Blanco 10 0 |10 - 0 |10 - 0 |10 - 10 -
Blanco 10 0 |10 0 |10 0 |10 10

Fuente: Autores




Analisis. Cuadro 3.

La tasa de mortalidad del C. Elegans en el cuadro #3 a las 8 h el 10%, a las 24 h el 20%,
a las 48h el 50% y a las 72 h alcanzo el 80% de mortalidad, a una concentracion de
muestra del 85% a las 24 h alcanz6 el 10%, a las 48 h alcanz6 el 20% y a las 72 h
alcanzo el 40% de mortalidad. A una concentracion del 75% se observa que alcanzo el
10% de mortalidad en un tiempo de 48 h, y en concentraciones del 50% se observa

porcentajes de mortalidad del 10% a las 72 h de exposicion del nematodo.



Cuadro 4. Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestras de agua del Rio
Paute.

Ensayo de Mortalidad

Muestra #3 de agua del Rio Paute

Tiempo de Exposicion
%
Concentracion Expuestos 8h 24 h 48 h 72h
M|V |%MT M|V | %MT M|V | %MT | M|V | %MT

50 10 0|10 0|10 0 |10 0|10

50 10 0|10 i 0|10 i 0 |10 i 0|10 i

50 10 0|10 0|10 0 |10 0|10

75 10 0 |10 119 2 | 8 2 |8

75 10 0 |10 - 119 10 2| 8 20 2 |8 20

75 10 0 |10 1,9 2 | 8 2 |8

85 10 2 | 8 2|8 3|7 5|5

85 10 2 |8 20 2|8 20 3|7 30 5|5 50

85 10 2 |8 2|8 3|7 5|5

100 10 2 |8 3|7 5|5 8|2

100 10 2 |8 20 3| 7 30 55 50 8|2 80

100 10 2 |8 3|7 515 8|2
Blanco 10 0 |10 0 |10 0|10 0 |10
Blanco 10 0 |10 - 0 |10 - 0 |10 - 0 |10 -
Blanco 10 0 |10 0 |10 0 |10 0 |10

Fuente: Autores




Analisis. Cuadro 4.

La tasa de mortalidad del C. Elegans en el cuadro #4 a las 8 h el 20%, a las 24 h el 30%,
a las 48 h el 50% y el 80% de mortalidad al ser observado durante el tiempo de 72 h, a
una concentracion de muestra del 85% a las 24h alcanzo el 20%, a las 48 h alcanzo el
30% y a las 72 h alcanz6 el 50% de mortalidad. A una concentracion del 75% se
observa que alcanzé el 10% de mortalidad en un tiempo de 24 h, a las 72 h alcanzé el
20% y en concentraciones del 50% no se observa porcentajes de mortalidad dentro de

las 72 h de exposicion del nematodo.

Pese a la baja concentracion del metal pesado cromo hexavalente (0.015 mg/l), (0,022
mg/l), (0.019 mg/l) presente en el agua (M1, M2 y M3 respectivamente) y , el mismo
que no se encuentra sobre de los limites permisibles establecidos por el Tulsma Libro
VI Anexo 1",

Cuadro 5. Valores del CL50 e intervalos de confianza al 95% para la muestra de agua
#1 del Rio Paute.

Concentracion letal LC Inferior 95,0% LC Superior 95,0%
media (CLs,)
87,4993 84,0984 91,2522

Fuente: Autores

Figura 4. Grafica Probit con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (72h)

de C. Elegans y concentraciones de la muestra de agua #1 del Rio Paute.

Probit{Muertos/Expuestos)
con intervalos de confianza del 95 0%

gag "~~~ T T T T T T ]
MUE STRA=1=0
g9 -

85 — -
g0 -
50 -

20 — —

porcentaje acumulado

|:|,'1 —1 1 1 1 1 1]
0 20 40 60 80 100
CONCENTRACION

Fuente: Autores



Cuadro 6. Valores del CL50 e intervalos de confianza al 95% para la muestra de agua

#2 del Rio Paute.

Concentracion letal LC Inferior 95,0% LC Superior 95,0%
media (CLs)
93,2961 87,0372 102,155

Fuente: Autores

Figura 5. Gréafica Probit con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (72 h)
de C. Elegans y concentraciones de la muestra de agua #2 del Rio Paute.
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Fuente: Autores

Cuadro 7. Valores del CL50 e intervalos de confianza al 95% para la muestra de agua

#3 del Rio Paute.

Concentracion letal LC Inferior 95,0% LC Superior 95,0%
media (CLs,)
93,8027 87,4525 102,926

Fuente: Autores




Figura 6. Gréfica Probit con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (72 h)
de C. Elegans y concentraciones de la muestra de agua #3 del Rio Paute.
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Fuente: Autores

En las (figuras 4, 5, 6) la gréfica Probit se dan a conocer los valores que corresponden al
CLso con intervalos de confianza del 95% para las “muestras de agua 1, 2 y 3 del Rio

Paute” las mismas que se las evalud en un tiempo de 72 h.

Al obtener estos datos y graficas es posible proponer que el efecto toxico se ha
demostrado en las muestras de agua a pesar de tener concentraciones de metal pesado
“Cromo Hexavalente” por debajo de la normativa nacional. Estas muestras son las que
presentan una mayor toxicidad para el nematodo, debido a que se obtuvo una mortalidad
CLs, en un tiempo de 72 h, con una letalidad del 87,4993; 93,2961; 93,8027

respectivamente.



Figura 7. Gréfica de la variacion del %CL50 con respecto a las muestras 1, 2y 3; a
las 8, 24, 48 'y 72 horas.
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DISCUSION.

Los nematodos C. Elegans estan expuestos a las muestras de agua 1, 2 y 3, se ha tomado
lecturas de supervivencia de nematodos a las 8 h, 24 h, 48 h y 72 h para registrar
supervivencia o deceso de los nematodos. Con respecto a la concentracion letal media
se pudo evidenciar una mayor letalidad en las muestras 2 y 3 que poseen la mayor
concentracion de Cromo Hexavalente (0.020 mg/l; 0.019 mg/l respectivamente),
realizado en prueba de “Almohada en polvo” con el “Espectrofotdmetro DR1900
Marca HACH”. (Cuadro 1)

En estudios realizados con otros organismos acuaticos como Panagrellus Redivivus, la
concentracion letal en Cromo sefialaron que este metal puede generar efectos toxicos a
largo plazo en concentraciones de 0.005% ya que se evidencia una notoria disminucién

en su crecimiento y maduracion.

Comparando los estudios realizados con otros organismos acuaticos se puede decir que
los valores de letalidad CLs, que se obtuvieron en las pruebas de toxicidad, indican que
el Nematodo Caenorhabditis Elegans posee una aguda sensibilidad en concentraciones
bajas de Cromo Hexavalente a pesar de que los niveles de dicho metal se encuentran

dentro de los limites permisibles de la normativa nacional.



CAPITULO V

5. CONCLUSIONES

Mediante un equipo multiparamétrico se pudo determinar una variacion en
las caracteristicas fisicas como el pH (M1= 6.73, M2= 3.87, M3= 5.80) y
Temperatura (M1= 17.2, M2= 17.8, M3= 17.9) con respecto a las tres
muestras de agua tomadas a lo largo del Rio Paute, se determind que las
caracteristicas fisico-quimicas se encuentran dentro de los limites
establecidos por los entes reguladores.

De acuerdo a la técnica de “almohada en polvo” mediante espectrofotometria
UV-Visible se logro cuantificar la concentracion de Cromo Hexavalente en
las muestras de agua (M1= 0.015, M2= 0.022, M3=0.019 mg/L) a lo largo
del Rio Paute, lo cual se concluye que los datos obtenidos de dicho metal se
encuentran por debajo de los limites permisibles de la norma nacional.

Se logro determinar la concentracion letal media (CL50) mediante ensayos
in vitro, en la muestra de agua #1 es de 87.499%, en la muestra #2 es de
93.296% y en la muestra #3 es de 93.803% en un tiempo de 72 h.

Los C. Elegans expuestos a las muestras de agua del rio Paute en los puntos
2 y 3 al 100%, mostraron efectos en la mortalidad de un 80 % en el tiempo
de 72 horas. En cambio la muestra #1 al 100 %, se evidenci6 una mortalidad
del 50 % a las 72 horas.

Se evidenci6 una fuerte asociacién entre la presencia del Cromo Hexavalente
presente en las muestras de agua del Rio Paute, con los indices de mortalidad
en un tiempo de 72 horas, pues de acuerdo a diferentes investigaciones
realizadas con diferentes organismos modelos, se presume que existe una
posible relacién de la mortalidad con la toxicidad del cromo, a partir de 48 a

72 horas de exposicion.



CAPITULO VI

6. RECOMENDACIONES

Es recomendable realizar un analisis del sedimento de las muestras de agua 2 y 3
que se encuentran cerca “Curtiembre Renaciente”, debido a que en los rios
cuando el caudal de agua es bajo, los metales tienden a precipitar en los
sedimentos.

Por las bajas concentraciones de Cromo Hexavalente en el agua del Rio Paute,
se debe profundizar la investigacion con el andlisis de los demas metales
pesados para encontrar el contaminante que esta haciendo efecto en el nematodo,
pues por tiempos de pandemia y factibilidad econémica no se pudo presentar los
demés analisis en la investigacion.

Tomar mas puntos de muestras de agua a lo largo del rio, sobre todo en los
afluentes que desembocan en el Rio Paute ya que serian uno de los puntos clave
para determinar la contaminacion, asi se lograria corroborar el compuesto que
causa la contaminacion del rio.

Por los datos obtenidos en las muestras de agua 2 y 3 del Rio Paute, es
recomendable establecer mecanismos de accion para eliminar o minimizar la
toxicidad por metales pesados, que a pesar de que el Cromo Hexavalente no se
encuentra sobre los limites permisibles por la normativa ambiental nacional,
pueden existir otros compuestos inorganicos o metales pesados que estarian

causando un impacto notorio en el nematodo.
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ANEXQOS

lHustracién 1. Reactivos para la preparacion de Agar K.
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llustracion 3. Reactivos para la elaboracion de Medio K.



llustracion 4. Reactivos para elaborar solucion Bleach.
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llustracion 5. Centrifugacion para obtener el Pellet.

lustracion 6. Pellet (Huevos en estado embrionico)



llustracion 7. Concentraciones de Cromo Hexavalente determinados en el Espectrofotémetro UV-Visible
DR1900 Marca Hach.
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lHustracion 9. Preparacion de Cajas Petri.
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llustracion 10. Preparacion cajas de Micro pocillos con las muestras (1, 2, 3) a diferentes diluciones
(100%, 85%, 75%, 50%)

lustracion 12. Toma de muestra #1(Unidn Rio Tomebamba & Rio Yanuncay). Rio Paute.



lHustracion 15. Afluentes que desembocan en el Rio Paute.



llustracion 16. Muestras de Agua.

llustracion 17. Tesistas en el Centro de la Ciudad del Rio de Estudio.



Procedimiento de almohada en polvo
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1. Iniciar ¢l programa 90 2. Preparar la muestra: Llene 3. Affadir el contenido de una
Cromo, Hex. Para oblener una celda de muestra con 10 Chromaver P} Reactivo
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lustracion 18. Procedimiento de Almohada en Polvo para la determinacion de Cromo Hexavalente.




