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RESUMEN

La presente investigacion se realizd con el objetivo de determinar la trazabilidad microbioldgica
presente en sitios poco monitoreados y contaminados con Arsénico proveniente de fuentes
naturales, en la parroquia Toacaso localizado a una altitud entre los 3200 y 3400 m.s.n.m, en
los meses de enero y marzo del afio 2022. El proyecto se realizé en tres etapas; la primera esta
basada en el estudio biofisico de la zona de estudio, por medio de archivos de informacién
geogréfica. En la segunda etapa se realizo la determinacion de la concentracion de arsénico
(As) y parametros fisicoquimicos del cuerpo hidrico, los cuales fueron analizados en el
Laboratorio de Calidad de Agua y Sedimentos (LANCAS), de tal manera, para uso agricola
fueron comparados con el Acuerdo Ministerial N°097A con la Tabla 3 para los Criterios de
Calidad de Aguas para Riego Agricola, y para consumo humano con la Norma Técnica
Ecuatoriana INEN 1108. En la tercera etapa se determind mediante el cultivo y aislamiento la
relacion entre la presencia de microorganismos con existencia de As por medio de aislamientos
microbianos y tincién de Gram. Los resultados obtenidos indican que de los parametros
analizados; As tuvo una gran variacion en su concentracion acorde al primer y segundo analisis,
sobrepasando los LMP en el mes de marzo. Conjuntamente, se identificaron 5 colonias

posiblemente del género Escherichia, Bacillus y Pseudomonas.

Palabras clave: Arsénico, identificacion, microorganismos, trazabilidad
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contaminated with arsenic. Case study, quebrada Pucuhuaycu, Cotopaxi from 3200 to 3400

masl".

Authors: Huisha Quigla Andrea Mishel
Pichucho Llumiquinga Daysi Jackeline

ABSTRACT

This research aimed to determine the microbiological traceability present in poorly monitored
sites and contaminated with arsenic from natural sources in the Toacaso parish at an altitude
between 3200 and 3400 m.a.s.l. in January and March 2022. The project was carried out in three
stages; the first is based on the biophysical study of the study area using geographic information
files. Five colonies were identified, possibly of the genus Escherichia, Bacillus, and
Pseudomonas. In the second stage, the arsenic (As) concentration and physicochemical
parameters of the water body were determined and analyzed at the Water and Sediment Quality
Laboratory (LANCAS) so that for agricultural use, they were compared with the Ministerial
Agreement N°097A with Table 3 for Water Quality Criteria for Agricultural Irrigation, and
human consumption with the Ecuadorian Technical Standard INEN 1108. In the third stage,
Once determined the relationship between the presence of microorganisms and the existence of
As through microbial isolation and Gram staining. The results obtained indicate that of the
parameters analyzed, As had a significant variation in its concentration according to the first

and second analysis, exceeding the MPL in March.

Keywords: Arsenic, identification, microorganisms, traceability.
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1. INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto:

“Trazabilidad microbiolégica presente en sitios poco monitoreados y contaminados con
Arsénico proveniente de fuentes naturales entre los 3200 y 3400 m.s.n.m, en la parroquia de
Toacaso, provincia de Cotopaxi, ano 2022”.

Lugar de ejecucion:

Quebrada Pucuhuaycu, comunidad de Planchaloma, Parroquia Toacaso - Canton
Latacunga - Provincia Cotopaxi - Zona 3.

Institucidn, unidad académica y carrera que auspicia

Universidad Técnica de Cotopaxi, Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales, carrera de Ingenieria Ambiental.

Nombres de equipo de investigacion:
Tutora:

- Ing. llbay Yupa Mercy Lucila P.h.D.
Lectores:

- LECTOR 1: Ing. José Luis Agreda Ofia Mg.

- LECTOR 2: Ing. Joseline Luisa Ruiz Depablos M.Sc.

- LECTOR 3: Ing. Eliana Amparito Boada Cahuefias M.Sc.
Autoras:

- Srta. Huisha Quigla Andrea Mishel

- Srta. Pichucho Llumiquinga Daysi Jackeline

Area de Conocimiento:

Ambiente, Manejo de Recursos Hidricos.

Linea de investigacion:

Analisis, conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad local.
Linea de Vinculacion de la Facultad:

Proteccion del medio ambiente y desastres naturales



2. INTRODUCCION

Los metales pesados se encuentran de manera natural en la roca madre y se distribuyen
a partir de interacciones geoldgicas como erosién y sedimentacion o por medio de procesos
biogeoquimicos (Venkatramanan et al., 2015). De esta manera pasan al suelo, a las aguas
superficiales, a la flora y consecuentemente a la cadena alimentaria hasta llegar al organismo
de las personas (Vullo, 2016). Consiguiente, la biodisponibilidad de los metales pesados
representa un riesgo latente a la salud, pudiendo afectar al sistema digestivo y nervioso
(Benselhoub, 2015).

Los metales pesados como el arsénico (As) tienen una densidad al menos cinco veces
mayor a la del agua, se distingue por su permanencia en el medio ambiente (Yuan, Yang, & Li,
2017). Por ser elementos de la corteza terrestre, no se pueden destruir ni degradar, su
biodisponibilidad y toxicidad depende completamente de su comportamiento quimico
(Bulgariu & Bulgariu, 2018). Aunque algunos metales pesados se consideran micronutrientes,
la bioacumulacion de estos contaminantes en los organismos Vvivos, puede causar serios efectos
toxicos y carcinogénicos aun en pequefias dosis, por lo que encabezan la lista de sustancias

toxicas mas peligrosas (Dippong & Mihali, 2017).

Uno de los metales que provoca mayores trastornos en la salud a nivel mundial es el
arsénico, debido a la alta toxicidad que simboliza su acumulacion en agua, aire y suelo. El
arsénico puede ser absorbido como materia particulada de su forma quimica reducida arsenito
(As 1) y su forma oxidada arseniato (As V). Ademas, por su efecto metabdlico, tras una
exposicion extensa a dosis elevadas puede llegar a ser mortal (Flanagan et al., 2012).

En paises como Chile, Taiwén, India y Bangladesh los niveles de arsénico en agua
potable superan los 300 mg/L, una cifra impresionante si consideramos que deberia oscilar entre
los 0,26 - 0,83 mg/L (Jochem et al., 2016). En Ecuador, el acuerdo ministerial 097A solo
permite 0,1 mg/L para consumo humano y 0,1 mg/L para uso agricola. Asimismo, el valor guia
de la OMS establecido en 1993 indica 10 mg/L (Banik & Sanyal, 2016).

De tal manera, el desarrollo de nuevas metodologias se ha acrecentado y hoy en dia la
eliminacion de xenobidticos del medio ambiente es mas beneficiosa y menos dafiina. De esta

manera nace la biorremediacién, que se basa en la capacidad natural que tienen algunos



microorganismaos para incorporar contaminantes en sus procesos metabolicos y utilizarlos como
fuente de energia o carbono (Mosa et al., 2016). Como es el caso de algunas bacterias sulfato
reductoras que han confirmado tolerar altas concentraciones de metales pesados o incluso

requerirlos para sus procesos biolégicos (Mehrotra et al., 2016) .
3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El agua es un elemento fundamental para todos los procesos bioldgicos que hacen
posible todas las formas de vida, asimismo el agua es la principal via de entrada en la cadena
alimentaria humana a través de la ingesta y el consumo de alimentos, por lo que se debe

garantizar el bienestar de los seres vivos con un recurso de buena calidad (Paredes, 2019).

La mayor contaminacion del recurso hidrico si bien es cierto proviene de origen
antropogénico, la cual ha alterado su calidad. Pero también es causada por fuentes naturales de
origen geogénico presentes en la corteza terrestre producto de la meteorizacion y el lixiviado
de las rocas o por emisiones volcanicas, como es el caso del arsénico (As); catalogado como
una problematica a nivel global debido a su toxicidad y repercusiones que tiene en la salud
humana (ATSDR, 2016).

Segiin Campaina & Moreno (2020) “En la provincia de Cotopaxi, estudios recientes por
parte de un equipo técnico integrado por la Escuela Politécnica Nacional, la Universidad
Técnica de Cotopaxi, el Gobierno Provincial de Cotopaxi y la Secretaria Nacional del Agua,
revelaron datos que indican la presencia de As con concentraciones mayores a 0.1 mg/L, en las
vertientes de la Reserva Ecoldgica Los Ilinizas, siendo esta una zona volcanica, la misma que
provee el recurso hidrico tanto para riego como para consumo humano a alrededor de 20.000
habitantes de la parroquia de Toacaso y comunidades del canton Saquisili”. de tal manera
excediendo lo permitido en el Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del
Medio Ambiente, Tabla 3.- Criterios de calidad de aguas para riego agricola, siendo asi un tema

de preocupacion para la poblacion que consume este recurso.

En la quebrada Pucuhuaycu, parroquia Toacaso, canton Latacunga, se han encontrado
concentraciones de arsénico en el agua que se usa por la poblacion para riego agricola y

consumo humano. Los cuales son vias directas de ingesta de este metal pesado, esta situacion



debe ser tratada ya que la ingesta prolongada de As podria generar bioacumulacion de este

metal en la poblacién.

De ese modo, el presente proyecto se ha enfocado en la trazabilidad microbiolégica
presente en los meses de Enero y Marzo del afio 2022 en la Quebrada Pucuhuaycu entre los
3200 y 3400 m.s.n.m, con el fin de buscar una herramienta de remediacion futura, aprovechando
su capacidad bacteriana, de tal manera que permitird mejorar la calidad de vida de la poblacion

y de la produccion agropecuaria que usa este recurso.

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

Beneficiarios directos

Para determinar a los beneficiarios del presente proyecto, se utilizé la base de datos
que nos proporciona el censo de poblacion y vivienda mediante el Instituto Nacional de
Estadistica y Censo (INEC) en el afio 2010, considerando la parroquia Toacaso perteneciente

a la Provincia Cotopaxi.

Tabla 1

Beneficiarios directos

Poblacion de la Parroquia

de Toacaso
Hombres: 3738
Mujeres: 3947
Total: 7685

Nota: Poblacion beneficiaria en la parroquia de Toacaso. Fuente: Censo INEC, 2010
Beneficiarios indirectos

Los beneficiarios indirectos seran docentes y universitarios pertenecientes a la
Universidad Técnica de Cotopaxi debido que al ser una investigacion que es realizada con
distintos métodos, contribuird como una base de estudios para las siguientes investigaciones

universitarias.



Tabla 2
Beneficiarios indirectos

Estudiantes de la Carrera

de Ingenieria Ambiental

Hombres: 201
Mujeres: 321
Total: 522

Nota: Estudiantes de la Carrera de Ingenieria Ambiental. Fuente: (Universidad Técnica de

Cotopaxi, 2020)

5. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Segun la (OMS) “El arsénico es un elemento natural de la corteza terrestre; ampliamente
distribuido en todo el medio ambiente, est presente en el aire, el agua y la tierra y en su forma
inorgénica es muy toxico”. Como es el caso de la Quebrada Pucuhuaycu, ya que en Ecuador se
han realizado estudios a lo largo de varios rios y acuiferos que muestran la presencia de arsénico
en sus aguas, suelos y sedimentos de origen volcanico, presentando una contaminacion natural

de este metal.

De acuerdo con el estudio realizado en el afio 2017 por el MAE (Ministerio del
Ambiente Ecuador), el cual realizd un analisis fisico quimico del agua detectando el
incumplimiento del Limite Maximo Permisible de la concentracion de As en el agua de uso
pecuario en el rio Pucuhuaycu con valores de 0.26 ppm, superando los limites de 0.20 ppm para
uso pecuario y 0.10 ppm para riego, confirmando la concentracion elevada de arsenico en el

agua utilizada para riego de cultivos de hortalizas y pastos.

La exposicion a altos niveles de arsénico inorganico se da debido a diversas causas,
como es el consumo de agua contaminada, para el uso agricola, asi como para procesos
industriales y el consumo de alimentos contaminados. Partiendo de eso es trascendental conocer
el nivel de As y parametros fisico — quimicos de agua en la Quebrada Pucuhuaycu, con el
objetivo de buscar una trazabilidad microbioldgica del sitio de estudio para el mes de enero del
afio 2022.



6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Determinar la trazabilidad microbiol6gica presente en sitios poco monitoreados y contaminados

con Arsénico proveniente de fuentes naturales.
6.2. Objetivos Especificos

e Realizar la caracterizacion biofisica de la zona de estudio ubicada a una cota altitudinal
de 3200 a 3400 m.s.n.m.

e Determinar la concentracion de arsénico y los parametros fisicoquimicos presentes en
el recurso hidrico de la Quebrada Pucuhuaycu

e Establecer la trazabilidad microbioldgica en concentraciones de arsenico en el agua a

una elevacion de 3334 m.s.n.m.

7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION CON LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 3
Matriz de actividades por objetivos

Actividades

Objetivos Resultado
0.1. Realizar la

caracterizacion Identificacion de
biofisica de la la zona de

zona de estudio estudio.

Metodologia

Herramientas
informaticas como
SIG para el analisis,

Caracterizacion
biofisica y
socioecondmica de

ubicada a wuna Elaboracibn de modelamiento vy
o : la zona de
cota altitudinal de un  mapa de salida de resultados muestreo
3200 a 3400 ubicacion. cartograficos. '
m.s.n.m.
0.2. Determinar
la concentracion .
de arsénico y los _ N _ Conc«_antrauon de
Realizar Anélisis realizado arsénico en el agua

parametros
fisicoquimicos
presentes en el
recurso hidrico de
la Quebrada
Pucuhuaycu.

muestreo de agua
en la zona de
estudio.

por el laboratorio
LANCAS en dos
periodos.

para consumo
humano y uso
agricola.




0.3. Establecer la

trazabilidad Identificacién

microbioldgica en macro y
g Elaboracion de . . microscopicamente

concentraciones . Siembra por estrias .
- medios de : : de colonias

de arsénico en el . . y aislamiento  _.

agua a  una cultivo, siembra icrobiano aisladas 'y la
. aislamiento. ' caracterizacién de

elevacion de 3334 Y estas

m.s.n.m.

Nota: Descripcion de las actividades de acuerdo con los objetivos

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi.
8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

8.1. HadCRUT

HadCRUT es el conjunto de datos de registros de temperatura instrumentales mensuales
formados al combinar los registros de temperatura de la superficie del mar compilados por el
Centro Hadley de la Oficina Meteoroldgica del Reino Unido y los registros de temperatura del
aire de la superficie terrestre compilados por la Unidad de Investigacion Climatica (CRU) de la
Universidad de East Anglia, estos datos de temperatura son considerados para las regiones
terrestres y oceanicas, respectivamente, y contribuyen al conjunto de datos global. (Bridgeman
et al., 2006).

El Met Office Hadley Center, llamado asi en honor a George Hadley, es uno de los
principales centros del Reino Unido para el estudio de cuestiones cientificas asociadas con el
cambio climatico. La funcién principal de Met Office es producir modelos de prondstico
recopilando informacidn de satélites meteorologicos en el espacio y observaciones en la Tierra,
y luego procesandola con una variedad de modelos, basados en un paquete de software

conocido como modelo unificado (Humphrey, 2011).

Los datos cuadriculados se basan en un archivo de temperaturas medias mensuales
proporcionadas por mas de 5500 estaciones meteoroldgicas distribuidas por todo el mundo. La
temperatura de cada estacion se convierte en una anomalia a partir de la temperatura promedio

de 1961-90 para esa estacion, y cada valor de cuadro de cuadricula es la media de todas las



anomalias de estacion dentro de ese cuadro de cuadricula. Ademas de la anomalia media, se
estiman las incertidumbres derivadas de la precision de los termometros, la homogeneizacion,
las cuadriculas de muestreo con un nimero finito de medidas disponibles, los sesgos de gran
escala como la urbanizacion y la estimacion de medias regionales con una cobertura de medida

global no completa (Morice, 2017).
8.2. Calidad de Agua

En la valoracion y evaluacion de la calidad del agua, se han empleado diversas
metodologias entre las que se incluyen: comparacion de las variables con la normatividad
vigente (Valdes, Samboni, & Carvajal, 2011).

La calidad del agua se mide de acuerdo con distintos parametros mediante los cuales se
cuantifica el grado de alteracion de las cualidades naturales y se la clasifica para un uso
determinado (M. Castro et al., 2014).

8.3. Parametros fisicoquimicos

La calidad de diferentes tipos de agua se ha valorado a partir de variables fisicas,
quimicas y bioldgicas, evaluadas individualmente o en forma grupal. Los pardmetros fisico-
quimicos dan una informacion extensa de la naturaleza de las especies quimicas del agua y sus
propiedades fisicas, sin aportar informacion de su influencia en la vida acuética; los métodos
biologicos aportan esta informacion, pero no sefialan nada acerca del contaminante o los
contaminantes responsables, por lo que muchos investigadores recomiendan la utilizacion de

ambos en la evaluacion del recurso hidrico (Orozco Barrenetxea, 2011).

La ventaja de los métodos fisico-quimicos se basa en que sus analisis suelen ser méas
rapidos y pueden ser monitoreados con mayor frecuencia, en comparacion con los métodos
bioldgicos, basados en la observacion y medicidn de ciertas comunidades de seres vivos en las
aguas; ademas, la eleccion de las especies debe ser cuidadosa ya que de esta depende la
evaluacion de la calidad del recurso, que generalmente solo se realiza para un uso determinado,
a diferencia de las fisico-quimicos, que permiten una evaluacién para diferentes tipos de uso.
Independiente del tipo de variables usadas en el monitoreo de una fuente, siempre se genera un
gran nimero de datos, que requieren de un tratamiento e interpretacion, tarea dispendiosa y de

complejo entendimiento en el proceso de la valoracion de la calidad ya que en muchas ocasiones



se incurre en la pérdida de informacion o gastos que no justifican los resultados obtenidos (Ruiz
& Escobar, 2007).

8.3.1. pH

El potencial de hidrégeno (pH) es una medida de acidez. Indica la concentracion de
iones hidronio (H3O") presentes en determinadas disoluciones (Rodd, 2018). En aguas naturales
el pH varia entre 6 y 9. Valores de pH muy alejados del 7 (neutro) deben llamar la atencion ya
que pueden estar indicando el ingreso de sustancias acidas, anoxia y sobresaturacion de
oxigeno. Los efectos letales aparecen a valores menores a 4,5 y mayores a 9,5, aunque existen
organismos adaptados a valores mas extremos. EI pH del agua permite detectar zonas de
contaminacién industrial y el ingreso de fertilizantes (Gabriela Pérez Castillo & Rodriguez,
2007).

8.3.2. Oxigeno Disuelto

El Oxigeno Disuelto (OD) es la cantidad de oxigeno que esta disuelta en el agua y que
es esencial para los riachuelos y lagos saludables. El nivel de oxigeno disuelto puede ser un
indicador de cuén contaminada esta el agua y cuan bien puede dar soporte esta agua a la vida
vegetal y animal. Generalmente, un nivel mas alto de oxigeno disuelto indica agua de mejor
calidad. Si los niveles de oxigeno disuelto son demasiado bajos, algunos peces y otros

organismos no pueden sobrevivir (Pulla Pefia, 2007).

Ademas, la cantidad de oxigeno que puede disolverse en el agua (OD) depende de la
temperatura también. El agua més fria puede guardar més oxigeno en ella que el agua méas
caliente. Una diferencia en los niveles de OD puede detectarse en el sitio de la prueba si se hace
la prueba temprano en la mafana cuando el agua esta fria y luego se repite en la tarde en un dia
soleado cuando la temperatura del agua haya subido. Una diferencia en los niveles de OD
también puede verse entre las temperaturas del agua en el invierno y las temperaturas del agua
en el verano. Asimismo, una diferencia en los niveles de OD puede ser aparente a diferentes
profundidades del agua si hay un cambio significativo en la temperatura del agua. Los niveles
de oxigeno disuelto tipicamente pueden variar de 0 - 18 partes por millon (ppm) aunque la
mayoria de los rios y riachuelos requieren un minimo de 5 - 6 ppm para soportar una diversidad
de vida acuatica (Pulla Pefia, 2007)
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8.3.3. Coliformes fecales

Las coliformes fecales son comunes en el suelo y el agua superficial e incluso pueden
aparecer en la piel, los desechos de humanos y animales. La mayoria de los tipos de bacterias
coliformes son inofensivas para los humanos, pero algunas pueden causar enfermedades leves
y algunas, transmitidas por el agua, pueden provocar enfermedades graves. A menudo se
denominan "organismos indicadores” porque indican la presencia potencial de bacterias que
causan enfermedades en el agua. La presencia de coliformes en el agua no garantiza que beber
el agua cause una enfermedad. Mas bien, su presencia indica que existe una via de

contaminacidn entre una fuente de bacterias y el suministro de agua (Swistock, 2020).

Se pueden analizar tipos especificos de bacterias coliformes, estos subgrupos de
bacterias coliformes incluyen coliformes fecales y Escherichia coli o E. coli. Las bacterias
coliformes fecales son especificas del tracto intestinal de los animales de sangre caliente,
incluidos los humanos, La E. coli es un tipo de bacteria coliforme fecal que se encuentra

comunmente en los intestinos de animales y humanos (Swistock, 2020).
8.3.4. Sulfatos

El ion sulfato es abundante en aguas naturales. Un amplio rango de concentraciones se
encuentra presente en aguas lluvias y su determinacion proporciona valiosa informacion
respecto a la contaminacion y a los fendbmenos ambientales; adicionalmente, puede aportar
datos acerca de la informacion de &cido sulfrico proveniente del didéxido de azufre presente en

la atmosfera (Severiche & Gonzalez, 2012)

Los sulfatos (SO4 ) después de los bicarbonatos, son los principales aniones presentes
en el agua; los cuales pueden presentarse de manera natural o0 como consecuencia de descargas
de aguas industriales y por la utilizacién de fertilizantes agricolas. Cuando los sulfatos se
presentan de manera natural es posible que su origen se deba a algin depdsito natural de

minerales o por denostacion atmosféricas (G. Castro & Medina, 2009).
8.3.5. Manganeso

Se encuentra como elemento libre en la naturaleza, a menudo en combinacién con el

hierro y en muchos minerales. Como elemento libre, el manganeso es un metal con aleacion de
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metales industriales con importantes usos, sobre todo en los aceros inoxidables. EI manganeso
es uno de los metales mas abundantes de la corteza terrestre, sin embargo, en el agua se

encuentra con menos frecuencia y en cantidades mucho menores (Valencia, 2016).

El cuerpo humano logra absorber el manganeso en el intestino delgado, acabando la
mayor parte en el higado, de donde se reparte a diferentes partes del organismo. Alrededor de
10 mg de manganeso son almacenados principalmente en el higado y los rifiones. En el cerebro
humano el manganeso esta unido a proteinas de manganeso, siendo la mas relevante la

glutamina que la sintetiza en astrocitos (Valencia, 2016).
8.4. Contaminacion del agua

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el agua contaminada como aquella
que sufre cambios en su composicidn hasta quedar inservible. Es decir, es agua toxica que no
se puede ni beber ni destinar a actividades esenciales como la agricultura, ademas de una fuente
de insalubridad que provoca mas de 500.000 muertes anuales a nivel global por diarrea y
transmite enfermedades como el cdlera, la disenteria, la fiebre tifoidea y la poliomielitis Los
principales contaminantes del agua incluyen bacterias, virus, parasitos, fertilizantes, pesticidas,
farmacos, nitratos, fosfatos, metales pesados, plasticos, desechos fecales y hasta sustancias
radiactivas (Iberdrola, 2020).

Tal es el caso de la contaminacion por metales pesados, esto se debe principalmente a
una contaminacion puntual de origen industrial o minero. Los lixiviados de vertederos o
vertidos de aguas residuales pueden ser asimismo una fuente de contaminacion. Hay que sefialar
también que en algunos casos existen aguas que sufren un proceso de enriquecimiento natural
en metales pesados al atravesar acuiferos formados por rocas que los contienen en su

composicion (Facsa, 2017).
8.5. Fuentes de contaminacion

8.5.1. Fuentes naturales

Dependiendo de los terrenos que atraviesa el agua puede contener componentes de
origen natural procedentes del contacto con la atmosfera y el suelo (Ej. Sales minerales, calcio,
magnesio, hierro etc.). Aunque pueden ser nocivos para la salud, en general son sustancias que
se pueden identificar facilmente y eliminar (UNICAN, 2016).
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8.5.2. Fuentes artificiales

Producidas como consecuencia de las actividades humanas. El desarrollo industrial ha
provocado la presencia de ciertos componentes gque son peligrosos para el medio ambiente y

para los organismos y dificiles de eliminar (UNICAN, 2016).

8.6. Metales pesados

Los metales pesados son toxicos ambientales muy peligrosos. Sus caracteristicas méas
comunes son: persistencia, bioacumulacién, biotransformacion y elevada toxicidad, todo lo cual
hace que se encuentren en los ecosistemas por largos periodos, ya que su degradacion natural
es dificil. Los metales pesados son emitidos por diferentes fuentes, por cuanto provienen de su
presencia en los suelos donde se han acumulado durante la formacién de las capas terrestres;
asimismo, son empleados en varios procesos industriales y se dice que forman parte del

quehacer del hombre (Rodriguez Dunia, 2017).

Los metales pesados ocupan el quehacer del hombre en diversas ramas, por lo que no
es de extrafiar la prevalencia de enfermedades asociadas a estos elementos quimicos y a sus
compuestos. Las vias fundamentales de entrada de estos quimicos al organismo son las vias
dérmicas, por ingestion y por inhalacion. La exposicion a algunos metales pesados ha sido
asociada a una gran variedad de efectos adversos sobre la salud, incluyendo el cancer. Aunque
algunos elementos son esenciales para los humanos, pueden ser peligrosos a altos niveles de
exposicion. Otros metales pesados resultan muy nocivos al no ser degradados facilmente de
forma bioldgica, ya que no poseen funciones metabodlicas especificas para los seres vivos
(Rodriguez Dunia, 2017).

8.7. Contaminacion de agua por metales pesados

La contaminacién del agua por metales pesados ocasionada por via antropica y natural
esta afectando drasticamente la seguridad alimentaria y salud puablica. Estudios recientes
reportan la presencia de metales pesados y metaloides tales como mercurio (Hg), arsénico (As),
plomo (Pb), cadmio (Cd), zinc (Zn), niquel (Ni) y cromo (Cr) en hortalizas tales como la
lechuga, repollo, calabaza, brocoli y papa. Esta contaminacion, proviene, entre otros causales,

del uso para riego de aguas afectadas. De igual manera, se han encontrado metales en diferentes
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concentraciones en peces, carnes y leche resultado de la bio-acumulacion y movilidad desde el

ambiente a las fuentes hidricas (Reyes & Vergara, 2016).

Por su elevada toxicidad, el impacto causado en la salud por exposicion prolongada o
por bio-acumulacion de metales pesados resulta alarmante. Dependiendo del tipo de metal o
metaloide, se producen afecciones que van desde dafios en 6rganos vitales hasta desarrollos
cancerigenos. En la actualidad se acepta de forma generalizada que la distribucion, movilidad,
disponibilidad bioldgica y toxicidad de los elementos quimicos no es funcion de la
concentracion total de los mismos, sino que dependen de la forma quimica en la que se

encuentren (Reyes & Vergara, 2016).
8.8. Arsénico

Elemento quimico, cuyo simbolo es As y su nimero atémico, 33. El arsénico se
encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza (cerca de 5 x 10-4% de la corteza terrestre).
El arsénico elemental tiene pocos usos. Es uno de los pocos minerales disponibles con un
99.9999 % de pureza (Vasquez, 2015). El arsénico es un elemento ampliamente distribuido en
la corteza terrestre. El arsénico ha sido clasificado quimicamente como un metaloide, con
propiedades tanto de metal como de elemento no-metélico; sin embargo, se le refiere
frecuentemente como un metal. El arsénico elemental (llamado también arsénico metalico) es
un material sélido de color gris acero. Sin embargo, en el ambiente el arsénico generalmente se
encuentra combinado con otros elementos como por ejemplo oxigeno, cloro y azufre. El
arsénico combinado con estos elementos se conoce como arsénico inorganico. El arsénico

combinado con carbono e hidrdgeno se conoce como arsénico organico (ATSDR, 2016).
8.9. Efectos del arsénico al ambiente

El Arsénico es un componente extremadamente duro de convertir en productos soluble
en agua o volatil. En realidad, el Arsénico es naturalmente especificamente un compuesto
movil, basicamente significa que grandes concentraciones no aparecen probablemente en un
sitio especifico. Esto es una buena cosa, pero el punto negativo es que la contaminacion por
Arsénico llega a ser un tema amplio debido al facil esparcimiento de este. EI Arsénico no se
puede movilizar facilmente cuando este es inmovil. Debido a las actividades humanas,

mayormente a través de la mineria y la fundicién, naturalmente el Arsénico inmdvil se ha
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movilizado también y puede ahora ser encontrado en muchos lugares donde ellos no existian

de forma natural (Kozameh, 2015).

El ciclo del Arsénico ha sido ampliado como consecuencia de la interferencia humana
y debido a esto, grandes cantidades de Arsénico terminan en el Ambiente y en organismos
vivos. El Arsénico es mayoritariamente emitido por las industrias productoras de cobre, pero
también durante la produccién de plomo y zinc y en la agricultura. Este no puede ser destruido
una vez que este ha entrado en el Ambiente, asi que las cantidades que hemos afiadido pueden
esparcirse y causar efectos sobre la salud de los humanos y los animales en muchas

localizaciones sobre la tierra (Kozameh, 2015).

Las plantas absorben Arsénico bastante facil, asi que un alto rango de concentraciones
puede estar presentes en la comida. Las concentraciones del peligroso Arsénico inorganico que
esta actualmente presente en las aguas superficiales aumentan las posibilidades de alterar el
material genético de los peces. Esto es mayormente causado por la acumulacion de Arsénico
en los organismos de las aguas dulces consumidores de plantas. Las aves comen peces que
contienen eminentes cantidades de Arsénico y moriran como resultado del envenenamiento por
Arsénico como consecuencia de la descomposicién de los peces en sus cuerpos (Kozameh,
2015).

8.10. Presencia de arsénico en las aguas

Este metaloide resulta ser problematico cuando se disuelve en agua a traves de
desplazamiento de iones la desorcion a un (pH > 8.5), la reduccion de arseniato a arsenito, y
disolucion reductora de oxidos de Fe y Mn (hidréxido); el éxido de Fe, almacena arsénico
concentrado (Manahan, 2007) mientras que la reduccion proporcional de As-Fe-Mn son el
medio global dominante por el cual se generan altas concentraciones de As disuelto en agua
(Singh et al., 2015)

En ambientes acuaticos aerobios, se presentan en dos formas: As V , As Il y el
arseniato (AsO4 3 , HAsO4 2- y H2AsO4 - ), mientras que As Ill (As (OH)3, As (OH)4,
AsO20H2 - y AsO3 3-, predomina en condiciones deficientes de oxigeno por ejemplo en

aguas subterraneas o ambientes subsuperficiales (Shakoor et al., 2016)

Las especies metiladas generalmente se presentan en menor cantidad en soluciones
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acuosas en comparacion con las formas inorganicas de As y los complejos de arsénico

carbonato también existen dentro de las aguas naturales (Shakoor et al., 2016)
8.11. Origen del arsénico por contaminacion natural y antropogénica

El arsénico se halla en las aguas naturales como especie inorgéanica disuelta,
generalmente en dos estados de oxidacion, arsénico trivalente As (I11) y arsénico pentavalente
As (V), siendo As (111) el estado mas labil y biotoxico. Asi, las formas quimicas del arsenico
en el agua, —y, por tanto, su movilidad y toxicidad— estan controladas fundamentalmente por
las condiciones redox y el pH. Sin tener en cuenta otros factores —como, por ejemplo, contenido
en materia organica— las especies quimicas de As(V) son las que predominan en las aguas
superficiales, mas oxigenadas que las aguas subterraneas. No ocurre asi en las aguas
subterraneas, pudiéndose encontrar el arsénico en especies con ambos estados de oxidacion
(Lillo, 2020).

En las aguas subterraneas se ha reportado un rango muy amplio de concentraciones de
arsénico, entre <0,5y 5.000 ug/L. Sin embargo, la mayor parte de los acuiferos con contenidos
altos tienen un origen ligado a procesos geoquimicos naturales. A diferencia de la
contaminacion antropogénica, la cual genera una afeccion de cardcter mas local, la
contaminacion geogénica —es decir, de origen natural— afecta a grandes areas. Aunque, como
ya se ha indicado, son numerosos los casos de contaminacion geogénica de arsénico en las
aguas subterraneas en el mundo, no existe un modelo geoldgico-hidrogeoldgico comdn,

pudiendo estar relacionado con ambientes geologicos muy diferentes (Lillo, 2020).
8.12. Toxicocinética del Arsénico

Se considera al As, como el contaminante del agua por ser toxico produce
eventualmente agudo como resultado de la ingestidn de aproximadamente 100 mg del elemento.
El envenenamiento crénico ocurre con la ingestion continua de pequefas cantidades de As,
durante un periodo largo de tiempo. (Manahan, 2007). Su forma inorganica es una sustancia

carcinogénica para el ser humano, siendo incluido por la IARC en el grupo I. (Marin, 2003).

El As puede ingresar a los organismos por tracto gastrointestinal, aparato respiratorio y

la via dérmica que presenta un 2% de absorcion, al penetrar en el organismo experimenta un
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proceso de biotransformacion, su forma metilada es acumulada en la piel y en el sistema renal.
(Marin, 2003).

La ingestién de As provocando irritacion en la Membrana gastrica, la concentracion
involuntaria de muchos mausculos, desembocando alteraciones cardiacas graves incluso la

muerte del individuo ademas la acumulacién de cancer. (Marin, 2003).

En los seres humanos y especies animales el proceso de absorcion de los compuestos
arsenicales por medio de tracto gastrointestinal es elevado (95%) cuando se administran en
solucion acuosa, la absorcidn por via respiratoria depende del tamafio de particulas inhaladas,
solubilidad y forma quimica presente.

En vias superiores se ubican las particulas de mayor tamafio las cuales son transportadas
por los cilios y se depositan en el tracto gastrointestinal, en el cual se absorben en base a la
solubilidad, particulas menos a 7 um presentan un indice de absorcion de 75-85 %. (Albores,
Quintanilla, Razd, & Velasco, 2015).

8.13. Microbiologia

8.13.1. Morfologia bacteriana

Segln Tatiana & Alvin (2014), las bacterias pueden ser observadas individualmente a
través de un microscopio o a simple vista si estas estan en conjunto al formar colonias. Vistas
al microscopio, por lo general, las bacterias presentan tres formas bésicas: las bacterias esféricas
se denominan cocos, las alargadas seran bacilos, las bacterias curvadas y las que tienen forma
de espiral seran los espirilos, espiroguetas, comas o vibriones; cada una de ellas presentaran

distintas caracteristicas a continuacion;

8.13.1.1. Cocos

Estas bacterias presentan formas casi esféricas y sus agrupaciones son homogéneas. El
tamafio de los cocos oscila entre los 0,8 a 1,0 m. y pueden presentar y tomar diversas formas,
producto de dos factores importantes como son la tendencia de las células a mantenerse unidas,
una vez sucedida la division y el o los planos de division celular. Estas agrupaciones pueden

ser.
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Diplococos: Estos, después de su division, permanecen en pares, por ejemplo, la
Neisseria (Meningococo).

Tétradas: Estos cocos se dividen en dos direcciones perpendiculares, formando una
agrupacion de cocos en una disposicion cuadrada.

Sarcinas: Producto de la divisién de los cocos en tres direcciones perpendiculares,
formando una agrupacion de cocos con una disposicion cubica.

Estreptococos: Estos cocos se dividen en un solo plano, formando una secuencia de
cuatro o mas células como si se tratase de una cadena.

Estafilococos: Formados por la agrupacion irregular de cuatro 0 mas cocos, en ocasiones

se asemejan a racimos de uvas.

Algunas veces la forma de estas bacterias presenta variaciones, pudiendo observarse

cocos de forma lanceolada, en forma de granos de café o achatados, estos ultimos suelen

denominarse cocobacilos.

8.13.1.2. Bacilos

Estas bacterias forman agrupaciones bastante heterogéneas por su variedad de subtipos

morfologicos, que pueden ser cilindricos, en forma de baston, largos y delgados, pequefios y

gruesos, también pueden presentar variaciones en sus extremos pudiendo ser rectos, afilados o

redondeados.

Al igual que los cocos, pueden presentar varias formas segun la tendencia que tengan

células hijas para mantenerse unidas, estas agrupaciones pueden ser:

Diplobacilos: Formados por bacilos agrupados en pares.

Estreptobacilos: Agrupacidn semejante a una cadena formada por cuatro o més bacilos.
Empalizado: Son bacilos agrupados lado a lado como palitos de fésforo.

Formas filamentosas: Son bacilos que crecen en forma de fibras y toman distintas

disposiciones por lo que esta formacidn se denomina también letras chinas.

8.13.1.3. Espirilos

Dentro de este tipo de bacterias se encuentran aquellas que en su forma presentan una o

mas curvaturas, algunas pueden presentar forma de hélices. Dentro de este grupo se encuentran:
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e Vibriones: Son espirilos bastante cortos, por lo general presenta la forma de una coma.

e Espirilos: Estas bacterias, relativamente rigidas, presentan una forma helicoidal; se
mueven a través de flagelos externos dando una o mas vueltas alrededor de su propio
eje.

e Espiroquetas: Presentan una forma helicoidal, pero a diferencia de los espirilos, poseen
un cuerpo flexible, se mueven con la ayuda de filamentos axiales que son flagelos
periplasmaticos, lo que les permite dar varias vueltas completas alrededor de su propio

eje.
8.14. Forma de las colonias bacterianas

Segun Tatiana & Alvin (2014), las colonias son la manera macroscépica de observar la
morfologia que constituye una agrupacion de bacterias, que se constituyen en agrupaciones
formadas por la reproduccion de las bacterias en un medio en el cual son incubadas por espacio
de 24 horas aproximadamente; algunas bacterias requieren semanas de incubacién para su
desarrollo y pueden estar formadas por millones de bacterias, de esta manera el tamafio de las
colonias puede variar desde 0,5 a 4,0 mm de diametro. Ademas, afiade que, la morfologia de
una colonia dependera del borde y la forma en que se eleva sobre el medio de cultivo. Asi, se

menciona que la forma de una colonia puede ser:

e Circular: Pueden medir hasta 4,0 mm.

e Puntiforme: Denominados también en “cabeza de alfiler”.
e Irregular: No representan una forma geometrica.

e Rizoide: Presentan una forma helicoidal.

e Fusiforme: En forma de husos.
En cuanto a los bordes estos pueden ser:

e Enteros: Son homogéneos en todo su recorrido.
e Ondulados: Presentan pequefias fenestraciones.
e Lobulados: Sus bordes son curvos de manera irregular.

e Filamentosos: Presentan finos filamentos alrededor de toda la colonia.

La elevacion de la colonia puede ser:
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Plana
Convexa

Elevada

Las colonias pueden presentar diferentes texturas, estas pueden ser:

Lisas: Presentan una superficie homogénea.

Concéntricas: Su textura se extiende de manera circular, por lo general de afuera hacia
adentro.

Arrugadas: Su superficie presenta pequefias areas sobresalientes y leves depresiones.
Con curvas: Llamadas también sinuosas, presenta una textura similar a la concéntrica,

la diferencia radica en que este presenta un contorno mas irregular.

8.15. Microorganismos presentes en el agua

La microbiologia de las aguas para riego agricola es un aspecto a tener muy en cuenta,

debido a la posibilidad de contaminacion por diferentes microorganismos patdégenos que

pueden afectar a la salud de las personas que consumen estos productos agricolas.

Los grupos bioldgicos mas importantes a tener en cuenta son los siguientes:

Virus, tales como poliovirus, hepatitis a, echovirus, cocksacckie o rotavirus, que pueden
producir enfermedades como poliomielitis, hepatitis, fiebres y diarrea, vomitos y
gastroenteritis.

Bacterias, tales como vibrio cholerae, salmonella typhi, salmonella parat, shigella spp,
leptospira spp, capaces de provocar enfermedades como colera, tifus, paratificas,
disenteria bacilar o fiebre.

Protozoos, tales como entamoeba histolytica, giarda lamblia, que producen
enfermedades hepaticas o diarreas. El cryptosporidium es un protozoo parasito que
puede ocasionar la enfermedad criptosporidiosis. La giardia produce la giardiasis,
enfermedad diarréica. Ambas enfermedades intestinales son las mas comdnmente
transmitidas por el agua. Estos protozoos, ademas, no se eliminan facilmente del agua

con los tratamientos quimicos comunmente aplicados (Bragado, 2017).
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8.16. Mecanismos de Transformacion de Arsénico por Bacterias

Las bacterias poseen una gran diversidad metabdlica, debido a su capacidad de obtener
energia utilizando diferentes reacciones de 6xido-reduccién; por lo tanto, un nimero importante
de mecanismos son capaces de utilizar arsénico, ya sea en su forma oxidada de arseniato o en
la forma reducida de arsenito, para su metabolismo. Las bacterias pueden superar los efectos
toxicos del arsénico por medio de un decremento en las concentraciones de sus iones 0

modificarlo quimicamente a especies relativamente menos toxicas (Montoya et al., 2015).

En la naturaleza, existen diversas especies de microorganismos que responden al
arsénico a través de diferentes mecanismos; éstas incluyen reacciones de Oxido-reduccion
mediadas por enzimas, metilacion, quelacion, exclusion e inmovilizacion. Es por esto que
comprender el nivel molecular y genético del metabolismo del arsénico serd4 una base de
conocimientos importantes para el desarrollo de enfoques eficientes en la biorremediacion de
arsénico, lo que representara una forma amigable con el ambiente para la eliminacion de

metales pesados (Montoya et al., 2015).

Los microorganismos que transforman el As (V) y As (111) son diversos en su filogenia
y fisiologia (Cavalca et al., 2013). Para la transformacion del arsénico existen tres principales
sistemas enzimaticos: arsenito oxidasa, arseniato reductasa y arseniato reductasa
citoplasmatica. Un gran numero de bacterias Gram negativas y Gram positivas utilizadas un
mecanismo comun de resistencia a arsénico basado en el operon ars RDABC que codifica cinco
genes, el cual corresponde al sistema de desintoxicacion de arsénico mas estudiado e implicado
en la reduccion del arseniato a arsenito mediante la enzima arseniato reductasa que expulsa el

arsenito fuera de la célula usando una bomba de expulsién de arsénico (Montoya et al., 2015).
8.17. Metalotioneinas

Las metalotioneinas (MTs) fueron descubiertas hace 45 afios y juegan un rol central en
el metabolismo de metales pesados y en el manejo de varias formas de estrés microbiano. Las
MTs son proteinas de bajo peso molecular (6-7 KDa) ricas en cisteina, que se dividen en tres
clases de acuerdo al contenido de cisteina y a su estructura; la primera clase son las que tienen
dominios Cis-Cis, las segundas las que tienen dominios Cis-X-Cis y las terceras las que tienen

dominios Cis-X-X-Cis en donde X corresponde a cualquier aminoacido. Estas proteinas han
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sido aisladas de especies bacterianas como Escherichia coli y Pseudomonas putida y los

géneros Cyanobacterium sp. y Syneococcus sp. (Rajendran et al., 2003).
8.18. Bioacumulacion y biosorcién

La bioacumulacién es un proceso de transporte asociado al metabolismo en el cual, el
ion-metal atraviesa la membrana celular, acumulandose en el citoplasma (Chojnacka, 2010).
Por otro lado, la biosorcion es la absorcion del metal en la célula, coadyuvando a los procesos
de bioapagado o “bioquenching” del metal, facilitando el cambio del estado de valencia del

analito a uno menos toxico (Patel et al., 2017).
8.19. Medios de cultivo

Segiin CUEVAS (2016) describe que “El medio de cultivo es aquel que contiene agua
y una serie de nutrientes, necesarios para su metabolismo. Normalmente se utilizan placas de
Petri con agar mas nutrientes especificos (segn el microorganismo que se desea aislar), aunque

también existen medios de cultivo en tubo™.
Segun la proporcion de agar, existen tres tipos:

» Liquidos (caldos). No contiene ningun agente gelificante, por lo que los
microorganismos crecen por todo el medio. El crecimiento en este tipo de medios es
mas rapido puesto que la movilidad permite acceder de una forma mas facil a los
nutrientes.

= Sdlidos. Tienen una proporcién de agar de, aproximadamente, el 1,5%. El crecimiento
se desarrolla en la superficie del medio. Estos medios pueden depositarse en placas de
Petri 0 en tubos de ensayo.

= Semisolidos. Son aquellos que contienen una proporcién de agar inferior al 0,5%. Se

utilizan para pruebas bioquimicas y de movilidad (Barrero Cuevas, 2016)
8.19.1. Medio de cultivo Nutritivo Agar

Medio de cultivo nutritivo no selectivo, en el cual la pluripeptona y el extracto de carne
constituyen la fuente de carbono, nitrégeno y aportan nutrientes para el desarrollo bacteriano.
El agregado de cloruro de sodio mantiene el balance osmotico y el agar es el agente

solidificante. Es un medio de cultivo enriquecido sin aditivos preparado para la recuperacion y
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aislamiento de toda clase de microorganismos gram-positivos y gram-negativos, hongos y
levaduras que no requieren elementos especiales para su crecimiento, se usa principalmente
para el mantenimiento de colonias, realizacion de subcultivos para confirmar la pureza de los

aislamientos (Cedefio, 2015).

Después de la incubacion, la mayoria de las placas mostraran un area de crecimiento
confluente. Dado que el procedimiento de extension de la muestra es, de hecho, una técnica de
“dilucioén”, se depositan cada vez menos microorganismos en las areas en que se realiza. Por
consiguiente, una 0 mas de estas areas presentaran colonias aisladas de los organismos que
contienen la muestra. Por otra parte, el crecimiento de cada microorganismo podra medirse
semi cuantitativamente basandose en el crecimiento ocurrido dentro de las areas en que se

realiza la extensién (Pottery, 2015).

Los medios de cultivos preparados para su transportacion tienen una tolerancia de hasta
24 horas con una temperatura de 2 a 35°C, una vez llegado a su destino final el mismo debe ser
almacenado a una temperatura de 4 a 8°C. EIl producto debe evitar temperaturas inferiores a -
0°C para evitar congelacion del medio, lo que ocasiona el deterioro del mismo, y evitar
temperaturas superiores a 35°C para que no produzca condensacion interna en la placa lo que

podria afectar la fidelidad de los resultados (Cedefio, 2015).
8.19.2. Medio de cultivo MacConkey Agar

En el medio de cultivo MacConkey, la peptona es la fuente de aminoéacidos y de otros
factores de crecimiento, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, la bilis de buey estimula
el crecimiento de las bacterias coliformes e inhibe a gran parte de la flora Gram positiva, y el
purpura de bromocresol es el indicador de pH. Los coliformes, son microorganismos que
fermentan la lactosa, con produccion de acido y gas. Al acidificar el medio, se produce un viraje

del indicador de pH, del color parpura al amarillo (Aryal, 2021)

Por ende, sirve como un indicador visual de pH, distinguiendo asi las bacterias Gram
negativas que pueden fermentar la lactosa (Lac+) y las que no pueden (Lac-). Al utilizar la
lactosa en el medio, bacterias (Lac+) como la Escherichia coli, Enterobacter y la e lo realiz6
producen acidez, lo cual baja el pH menor a 6,8 lo que tiene como consecuencia la aparicion de
colonias de color rosadas o rojas. Algunas bacterias en cambio fermentan la lactosa de manera
lenta, estas siguen siendo Lac+ por ejemplo: Serratia y Citrobacter. Bacterias que no fermentan
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la lactosa como Salmonella, Proteus y Shigella utilizaran la peptona en su lugar, formando
amoniaco, lo cual incrementa el pH del agar, formando colonias blancas o incoloras (Calderén
et al., 2016)

8.20. Aislamiento de microorganismos

Aislar es separar un tipo de microorganismo a partir de una poblacion heterogénea de
microorganismos. En habitats naturales raramente encontramos un solo tipo de microorganismo
en una muestra, por lo tanto, es necesario hacer algin procedimiento de aislamiento para separar
e identificar los distintos tipos de microorganismos presentes. El objetivo del aislamiento es
obtener colonias bien separadas (las colonias se forman a partir de una sola unidad formadora
de colonias) de las que se conseguira un cultivo puro. Una vez obtenidos los cultivos puros se
podran estudiar las caracteristicas macroscopicas, microscépicas, fisiologicas, etc. de un
microorganismo en particular. Hay que tener en cuenta que siempre el aislamiento se da en un
medio solido. El medio liquido sirve para enriquecer, pero no para aislar (Rodriguez ,
Herndndez, & Garcia Hidalgo, 2004).

8.21. Cultivo en placa

Segun Salinas & Pajares (2016) “En esta técnica las unidades formadoras de colonias
(ufc) se encuentran en un medio sélido que da como resultado la proliferacion de cada una. Se
menciona el método de vertido en placa donde una suspension de células con agar liquido se
vierte en una caja de Petri. Al momento de que el agar se haya solidificado, las ufc, permanecen

inmoviles y se reproducen dando origen a colonias”
8.22. Siembra y formas para realizar la transferencia

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de muestra (indculo) en un
medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano. Para sembrar en microbiologia es
necesario mantener la habitacion sin corrientes de aire y estar al lado de la llama de un mechero
(no mas de 15 cm de distancia). También se puede trabajar bajo campana, o en flujo laminar,

previa esterilizacion con luz UV (Santambrosio Eduardo, 2009)

La siembra puede realizarse en medio liquido, sélido o semisoélido, utilizando ansa, hilo,

0 bien hisopo o pipeta estéril. Se debe esterilizar en la llama (hasta que todo el filamento se
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haya puesto al rojo vivo) el ansa o el hilo y enfriar, antes y después de realizada la siembra
(SIEMBRA Y AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS, 2020)

8.22.1. Estriado por cuadrantes

Se divide la parte inferior de la caja Petri en cuatro partes iguales con un marcador. Se
esteriliza el asa y se estria el ler cuadrante con el procedimiento basico de S. Se trabaja en el
sentido de las agujas del reloj, estriando cuadrante por cuadrante, esterilizando el asa antes de

seguir a otro (Hylary, 2014).
8.22.2. Estriado para aislar

Estriar para aislar implica una sola inoculacién de una seccion de la placa de Petri vy,
disminuir la colonia arrastrando microorganismos de la seccién inicial de dos o tres secciones
adicionales, achicando eficazmente la poblacién de microorganismos. Generalmente utilizado
para separar un cultivo mixto de las bacterias, los bacteridélogos también utilizan este método
para aislar una linea de bacterias que nacen de un solo progenitor (Rascéon, 2014)

8.23. Caracterizacion morfoldgica de bacterias

Segliin Tatiana & Alvin (2014) “Las bacterias pueden presentar ciertas variaciones
morfoldgicas, entre estas se encuentran las que tienen forma de estrella, las planas y
rectangulares, las alargadas en forma de pera y por ultimo aquellas que forman pedunculos no

celulares”

8.24. Tincion Gram

Segln Rodriguez & Arenas (2018) “La tincién de Gram diferencia a las bacterias en
dos grandes grupos. Se llama bacterias Gram positivas a aquellas que retienen la tincion azul-
violeta, y se denomina bacterias Gram negativas a las que se decoloran y después se tifien con
safranina. Esta diferencia de tinciones se debe a la estructura de las paredes celulares de ambos
tipos de bacterias. Las bacterias Gram positivas tienen una pared gruesa compuesta de
peptidoglucanos y polimeros, e impermeable, que hace que resista la decoloracién. En cambio,
las bacterias Gram negativas tienen una capa delgada de peptidoglucanos mas una bicapa de
lipoproteinas que se puede deshacer con la decoloracion. La tincion de Gram puede

proporcionar informacion rapida para diagnosticos de infecciones, puede revelar los agentes
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causales incluso con una toma de muestra no adecuada. También hace posible distinguir entre
contaminacién de la muestra y una verdadera infeccion. Puede ayudar al clinico a seguir o
cambiar un tratamiento antibidtico inicial antes de los resultados del cultivo, y en algunos casos,
es capaz de mostrar la necesidad de una atencién médica urgente. Actualmente la tincion de
Gram sigue siendo un método eficaz e importante en el laboratorio, ademés de que es rapido y

econdémico, por lo que se debe estandarizar para evitar errores técnicos o de interpretacion”
8.25. Formas de las bacterias

Segln Sanjuan (2019) menciona que, la generalidad de las bacterias son
microorganismos procariotas que miden de 0,5 a 5 um de longitud, estas se agrupan de 3 formas
basicas como son: cocos, bacilos y espirilos. Se agrupan de diferentes maneras denominadas en
base al género y la especie (ej.: Escherichia coli). De igual forma se las divide en gram positivas

y gram negativas en base a la coloracidn de gram.
9. MARCO LEGAL

9.1. Constitucion de la Republica del Ecuador

La Constitucion de la Republica del Ecuador, es una Norma Suprema, a la que esta
sometida toda la legislacidn ecuatoriana, donde también se establecen las normas
fundamentales que amparan los derechos, libertades y obligaciones de todos los ciudadanos, asi

como las del Estado y las Instituciones de este.

Decreto Legislativo 0
Registro Oficial 449 de 20-oct.-2008
Ultima modificacion: 01-ago.-2018

Estado: Reformado
Titulo 11 Derechos — Capitulo Segundo Derechos del buen vivir
Seccion primera — Agua y alimentacion

“Art. 12.- El derecho humano al agua es fundamental e irrenunciable. El agua
constituye patrimonio nacional estratégico de uso publico, inalienable, imprescriptible,

inembargable y esencial para la vida”.
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Seccion segunda — Ambiente sano

“Art. 14.- Se reconoce el derecho de la poblacion a vivir en un ambiente sano y

ecolégicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak kawsay”.
Seccion séptima — Salud

“Art. 32.- La salud es un derecho que garantiza el Estado, cuya realizacion se vincula
al ejercicio de otros derechos, entre ellos el derecho al agua, la alimentacion, la educacion, la
cultura fisica, el trabajo, la seguridad social, los ambientes sanos y otros que sustentan el buen

vivir”.
Capitulo Segundo Biodiversidad y recursos naturales
Seccion primera — Naturaleza y ambiente
“Art. 395.- La Constitucion reconoce los siguientes principios ambientales:

1. El Estado garantizard un modelo sustentable de desarrollo, ambientalmente equilibrado y
respetuoso de la diversidad cultural, que conserve la biodiversidad y la capacidad de
regeneracion natural de los ecosistemas, y asegure la satisfaccion de las necesidades de las

generaciones presentes y futuras”.
9.2. CODIGOS
9.2.1. Cddigo Organico del Ambiente

El Cddigo Organico del Ambiente constituye en la actualidad la norma mas importante
del pais en relacién con el componente ambiental pues en esta se regulan los derechos, deberes

y garantizan una gestion ambiental conforme a los contenidos en la Constitucion.

Ley O
Registro Oficial Suplemento 983 de 12-abr.-2017
Estado: Vigente
Titulo 1 Coédigo Orgéanico del Ambiente
Objeto, &mbito y fines
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“Art. 1.- Objeto. Este Cddigo tiene por objeto garantizar el derecho de las personas a
vivir en un ambiente sano y ecol6gicamente equilibrado, asi como proteger los derechos de la

naturaleza para la realizacion del buen vivir o sumak kawsay”.

“Art. 5.- Derecho de la poblacién a vivir en un ambiente sano. El derecho a vivir en un

ambiente sano y ecol6gicamente equilibrado comprende:

4. La conservacion, preservacion y recuperacion de los recursos hidricos, cuencas
hidrograficas y caudales ecoldgicos asociados al ciclo hidrolégico.
5. La conservacion y uso sostenible del suelo que prevenga la erosion, la degradacion, la

desertificacion y permita su restauracion”.
Titulo 111
Régimen de responsabilidad ambiental

“Art. 10.- De la responsabilidad ambiental. EIl Estado, las personas naturales y juridicas,
asi como las comunas, comunidades, pueblos y nacionalidades, tendran la obligacion juridica
de responder por los dafios o0 impactos ambientales que hayan causado, de conformidad con las

normas y los principios ambientales establecidos en este Codigo”.

Capitulo Il - Instrumentos del sistema nacional descentralizado de gestion

ambiental

“Art. 15.- De los instrumentos del Sistema Nacional Descentralizado de Gestion
Ambiental. Para el ejercicio de la gestibn ambiental se implementaran los instrumentos
previstos en la Constitucion, este Codigo y la normativa vigente, en concordancia con los
lineamientos y directrices que establezca la Autoridad Ambiental Nacional, segun corresponda,
entre los cuales se toma como referencia el literal 2 que menciona sobre “La investigacion

ambiental”
Capitulo 11 de los Mecanismos de control y seguimiento Ambiental

“Art. 201.- De los mecanismos. El control y seguimiento ambiental puede efectuarse

por medio de los siguientes mecanismos: 1. Monitoreos; 2. Muestreos; 3. Inspecciones”.
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9.3. Leyes orgénicas
9.3.1. Ley Organica de Recursos Hidricos, Usos y Aprovechamiento del Agua

La presente ley establece el marco legal para garantizar el derecho humano al agua, asi
como regular y controlar la autorizacion, gestion, preservacion, conservacion, restauracion de
los recursos hidricos, uso y aprovechamiento del agua, la gestion integral y su recuperacion, en
sus distintas fases, formas y estados fisicos siendo pues de gran importancia para el presente

proyecto.
Ley O
Registro Oficial Suplemento 305 de 06-ago.-2014
Estado: Vigente
Titulo 11 Recursos hidricos
Capitulo I definicidn, infraestructura y clasificacion de los recursos hidricos

“Art. 12.- Proteccion, recuperacion y conservacion de fuentes. El Estado, los sistemas
comunitarios, juntas de agua potable y juntas de riego, los consumidores y usuarios, son
corresponsables en la proteccidn, recuperacion y conservacion de las fuentes de agua y del
manejo de paramos, asi como la participacion en el uso y administracion de las fuentes de aguas
que se hallen en sus tierras, sin perjuicio de las competencias generales de la Autoridad Unica

del Agua de acuerdo con lo previsto en la Constitucion y en esta Ley”.
Titulo I11 derechos, garantias y obligaciones
Capitulo I derecho humano al agua

“Art. 57.-Definicion. El derecho humano al agua es el derecho de todas las personas a
disponer de agua limpia, suficiente, salubre, aceptable, accesible y asequible para el uso

personal y doméstico en cantidad, calidad, continuidad y cobertura”.

Capitulo 111 Derechos de la naturaleza
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“Art. 64.- Conservacion del agua. La naturaleza o Pacha Mama tiene derecho a la
conservacion de las aguas con sus propiedades como soporte esencial para todas las formas de

vida”.
En la conservacion del agua, la naturaleza tiene derecho a:

a) La proteccion de sus fuentes, zonas de captacion, regulacion, recarga, afloramiento y cauces
naturales de agua, en particular, nevados, glaciares, paramos, humedales y manglares;

b) ElI mantenimiento del caudal ecolégico como garantia de preservacion de los ecosistemas y
la biodiversidad;

c) La preservacion de la dinamica natural del ciclo integral del agua o ciclo hidrolégico;

d) La proteccion de las cuencas hidrograficas y los ecosistemas de toda contaminacion; y

e) La restauracion y recuperacion de los ecosistemas por efecto de los desequilibrios

producidos por la contaminacidn de las aguas y la erosion de los suelos.
Seccion Segunda
Objetivos de Prevencién y Control de la Contaminacion del Agua

“Art. 79. Objetivos de prevencion y conservacion del agua. - La Autoridad Unica del
Agua, la Autoridad Ambiental Nacional y los Gobiernos Auténomos Descentralizados,

trabajaran en coordinacion para cumplir uno de los siguientes objetivos como es:”

b) Preservar la cantidad del agua y mejorar su calidad; ¢) Controlar y prevenir la acumulacién
en suelo y subsuelo de sustancias toxicas, desechos, vertidos y otros elementos capaces de

contaminar las aguas superficiales o subterraneas;
9.3.2. Ley Organica de Salud

La presente ley consagra a la salud como un derecho humano fundamental y el Estado
reconoce y garantiza a las personas el derecho a una calidad de vida que asegure la salud,
alimentacion y nutricion, agua potable y saneamiento ambiental. Considerando de esta manera

una ley que proporciona informacion relevante para el proyecto.
Titulo preliminar

Capitulo 111 Derechos y deberes de las personas y del Estado en relacion con la salud
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“Art. 7.- Toda persona, sin discriminacion por motivo alguno, tiene en relacion con la
salud, los siguientes derechos en consideracion al literal ¢ que menciona lo siguiente “Vivir en

un ambiente sano, ecoldgicamente equilibrado y libre de contaminacion”
Capitulo Il De la alimentacion y nutricion

“Art. 16.- El Estado establecera una politica intersectorial de seguridad alimentaria y
nutricional, que propenda a eliminar los malos habitos alimenticios, respete y fomente los
conocimientos y préacticas alimentarias tradicionales, asi como el uso y consumo de productos
y alimentos propios de cada region y garantizara a las personas, el acceso permanente a
alimentos sanos, variados, nutritivos, inocuos y suficientes. Esta politica estard especialmente
orientada a prevenir trastornos ocasionados por deficiencias de micronutrientes o alteraciones

provocadas por desordenes alimentarios”.
Titulo Gnico
Capitulo I Del agua para consumo humano

“Art. 96.- Declarase de prioridad nacional y de utilidad publica, el agua para consumo
humano. Es obligacion del Estado, por medio de las municipalidades, proveer a la poblacion de
agua potable de calidad, apta para el consumo humano. Toda persona natural o juridica tiene la
obligacion de proteger los acuiferos, las frentes y cuencas hidrograficas que sirvan para el
abastecimiento de agua para consumo humano. Se prohibe realizar actividades de cualquier
tipo, que pongan en riesgo de contaminacion las fuentes de captacion de agua. La autoridad
sanitaria nacional, en coordinacion con otros organismos competentes, tomardn medidas para
prevenir, controlar, mitigar, remediar y sancionar la contaminacion de las fuentes de agua para
consumo humano. A fin de garantizar la calidad e inocuidad, todo abastecimiento de agua para
consumo humano queda sujeto a la vigilancia de la autoridad sanitaria nacional, a quien
corresponde establecer las normas y reglamentos que permitan asegurar la proteccion de la

salud humana”.
9.4. Decretos

Texto Unificado de Legislacion Secundaria de Medio Ambiente
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El TULSMA es un decreto que establece politicas basicas ambientales del Ecuador
reconociendo que el principio fundamental que debe trascender el conjunto de politicas es el

compromiso de la sociedad de promover el desarrollo hacia la sustentabilidad.
Decreto Ejecutivo 3516

Registro Oficial Edicion Especial 2 de 31-mar.-2003

Ultima modificacion: 23-nov.-2018 Estado: Reformado

La presente norma técnica ambiental es dictada bajo el amparo de la Ley de Gestion
Ambiental y del Reglamento a la Ley de Gestion Ambiental para la Prevencion y Control de la
Contaminacion Ambiental y se somete a las disposiciones de éstos, es de aplicacion obligatoria

y rige en todo el territorio nacional.
La presente norma técnica determina o establece:

a) Los limites permisibles, disposiciones y prohibiciones para las descargas en cuerpos de
aguas o sistemas de alcantarillado;
b) Los criterios de calidad de las aguas para sus distintos usos; vy,

c) Métodos y procedimientos para determinar la presencia de contaminantes en el agua.

Para determinar los valores y concentraciones de los parametros fisico-quimicos
determinados se considera las siguientes normas del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion
(INEN)

= Norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 2169:98 — Agua. Calidad del agua. Muestreo.
Manejo y Conservacion de muestras.

= Norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 2176:1998 — Agua. Calidad del Agua. Muestreo.
Técnicas de muestreo.

9.5. Normas
Clasificacion de los criterios de la calidad del Agua segun el TULSMA

1. Criterios de calidad para aguas destinadas al consumo humano y uso doméstico, previo

a su potabilizacion.



32

2. Criterios de calidad para la preservacion de flora y fauna en aguas dulces frias o calidas,

y en aguas marinas y de estuarios.

3. Criterios de calidad para aguas subterraneas.

4, Criterios de calidad para aguas de uso agricola o de riego.
5. Criterios de calidad para aguas de uso pecuario.

6. Criterios de calidad para aguas con fines recreativos.

7. Criterios de calidad para aguas de uso estético.

8. Criterios de calidad para aguas utilizadas para transporte.
9. Criterios de calidad para aguas de uso industrial.

Para el presente proyecto de investigacion se ha considerado realizar la comparacion
del literal 1 y 4 en base a los resultados obtenidos del analisis realizado en un laboratorio
acreditado.

9.5.1. Norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 2169:2013 — Agua. Calidad del

agua. Muestreo. Manejo y Conservacion de muestras.

1.  Objeto
1.1 Esta norma establece las técnicas y precauciones generales que se deben tomar para
conservar y transportar todo tipo de muestras de agua incluyendo aquellas para anélisis
bioldgicos, pero no analisis microbiologicos.
2. Alcance
2.1 Esta norma se aplica particularmente cuando una muestra (simple o compuesta) no puede
ser analizada en el sitio de muestreo y tiene que ser trasladada al laboratorio para su analisis.
3. Disposiciones generales
3.1 Las aguas, particularmente las aguas superficiales y sobre todo las aguas residuales, son
susceptibles a cambios en diferente grado como resultado de las reacciones fisicas, quimicas
o0 biologicas, las cuales tienen lugar desde el momento del muestreo al comienzo del
analisis. La naturaleza y la velocidad de estas reacciones son tales que, si no se toman

precauciones antes y durante el transporte, asi como durante el tiempo en el cual las
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muestras son conservadas en el laboratorio antes del andlisis, las concentraciones

determinadas en el laboratorio seran diferentes a las existentes en el momento del muestreo.

9.5.2. Norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 2176:2013- Agua. Calidad del

Agua. Muestreo. Técnicas de muestreo.

1. Objeto
1.1 Esta norma establece guias sobre las técnicas de muestreo usadas para obtener los datos
necesarios en los analisis de control de calidad, de las aguas naturales, aguas contaminadas
y aguas residuales para su caracterizacion.
2. Alcance
2.1 Esta norma se aplica a las técnicas de muestreo generales.
2.2 No se aplica a los procedimientos para situaciones especiales de muestreo.
4.  Disposiciones generales
4.1 Tipos de muestra. Son necesarios para indicar la calidad del agua, todos los datos analiticos
obtenidos mediante la determinacion de parametros como: las concentraciones de material
inorganico, minerales o quimicos disueltos, gases disueltos, materia organica disuelta y
materia en suspension en el agua o en el sedimento en un tiempo y lugar especificos o a
intervalos de tiempo y en un lugar en particular.
4.1.1 Ciertos pardmetros, como las concentraciones de gases disueltos deben medirse “in
situ”, para obtener resultados exactos. Se debe tener en cuenta que los procesos para

conservar la muestra se realizaran en los casos especificos (NTE INEN 2169).

9.5.3. Norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 1108 — Agua para consumo

humano. Requisitos
1. Objeto y campo de aplicacion

Esta norma establece los requisitos del agua para consumo humano y aplica al agua
proveniente de sistemas de abastecimiento, suministrada a través de sistemas de distribucion.
De esta norma se excluyen las aguas minerales naturales, las aguas purificadas envasadas y

aguas purificadas de uso farmacéutico.

4. Requisitos
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4.1 El agua para consumo humano debe presentar un sabor y olor aceptables.

4.2 El agua para consumo humano debe cumplir los requisitos fisicos y quimicos indicados en
la Tabla 1.

Tabla 1 Requisitos fisicos y quimicos del agua para consumo humano.

Parametro Unidad Limite permitido = Método de ensayo °

b
Arsénico mg/L 0,01 Standard Methods 3114
Cadmio mg/L 0,003 Standard Methods 3113
Cloro libre residual mg/L 0,3al5 Standard Methods 4500 CI™
Cobre mg/L 2,0 Standard Methods 3111
Color aparente Pt-Co 15 Standard Methods 2120
Cromo (cromo total) mg/L 0,05 Standard Methods 3113
Fluoruro mg/L 1,5 Standard Methods 4500-F~
Mercurio mg/L 0,006 Standard Methods 3112
Nitratos (como NO3z) mg/L 50,0 Standard Methods 4500-NO3"
Nitritos (como NO2)  mg/L 3,0 Standard Methods 4500-NO,"
Plomo mg/L 0,01 Standard Methods 3113
Turbiedad ? NTU 5 Standard Methods 2130

& Se conoce también como Turbidez.

b | os resultados obtenidos deben expresarse con el mismo nimero de cifras significativas de los limites permitidos,
aplicando las reglas para redondear nimeros indicadas en NTE INEN 52.

©En el caso de que sean usados métodos de ensayo alternativos a los sefialados, estos deben ser normalizados. En el caso

de no ser un método normalizado, este debe ser validado.

4.3 El agua para consumo humano debe cumplir los requisitos microbioldgicos indicados en la
Tabla 2.

Tabla 2 Requisitos microbiologicos del agua para consumo humano.

Parametro Unidad Limite Método de ensayo

permitido
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Coliformes fecales NUmero/100 mL Ausencia Standard Methods 9221°
Standard Methods 9222 ¢

Cryptosporidium NuUmero de ooquistes/ L Ausencia EPA 1623

Giardia Numero de quistes/ L Ausencia EPA 1623

2 En el caso de que sean usados métodos de ensayo alternativos a los sefialados, estos deben ser normalizados. En el caso de
no ser un método normalizado, este debe ser validado.

b | a ausencia corresponde a “< 1,1 NMP/100 mL”.

¢ La ausencia corresponde a “< 1 UFC/100 mL”.

9.6. Acuerdos

9.6.1. Acuerdo Ministerial No. 097A Reforma al Texto Unificado de Legislacion

Secundaria
Registro Oficial No. 387 del 04 de noviembre de 2015

La presente norma técnica ambiental revisada y actualizada es dictada bajo el amparo
de la Ley de Gestibn Ambiental y del Reglamento a la Ley de Gestion Ambiental para la
Prevencién y Control de la Contaminacion Ambiental y se somete a las disposiciones de éstos,

es de aplicacion obligatoria y rige en todo el territorio nacional.

La norma tiene como objeto la Prevencion y Control de la Contaminacion Ambiental,
en lo relativo al recurso agua. El objetivo principal de la presente norma es proteger la calidad
del recurso agua para salvaguardar y preservar los usos asignados, la integridad de las personas,
de los ecosistemas y sus interrelaciones y del ambiente en general. Las acciones tendientes para
preservar, conservar o recuperar la calidad del recurso agua deberan realizarse en los términos

de la presente Norma.
= Criterios de calidad de aguas de uso agricola o de riego

Se entiende por agua de uso agricola aquella empleada para la irrigacion de cultivos y
otras actividades conexas o complementarias que establezcan los organismos competentes. Se
prohibe el uso de aguas servidas para riego, exceptuando las aguas servidas tratadas y que

cumplan con los niveles de calidad establecidos.
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Se entiende por agua de uso agricola aquella empleada para la irrigacion de cultivos y
otras actividades conexas o complementarias que establezcan los organismos competentes. Se
prohibe el uso de aguas servidas para riego, exceptuando las aguas servidas tratadas y que
cumplan con los niveles de calidad establecidos en la Tabla 3 y la Tabla 4. Los criterios de
calidad admisibles para las aguas destinadas a uso agricola se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3 Criterios de la calidad de agua de uso agricola o de riego.

Limite maximo

Parametros Expresado como Unidad
permisible
Aluminio Al mg/L 5,0
Arsénico (total) As mg/L 0,1
Bario Ba mg/L 1,0
Berilio Be mg/L 0,1
Boro (total) B mg/L 1,0
Cadmio Cd mg/L 0,01
Carbonatos totales Concentracion total de mg/L 0,1
carbonatos
Cianuro (total) CN- mg/L 0,2
Cobalto Co mg/L 0,05
Cobre Cu mg/L 2,0
Cobre Cu mg/L 2,0
Cromo hexavalente Cr+6 mg/L 0,1
Fluor F mg/L 1,0
Hierro Fe mg/L 5,0
Litio Li mg/L 2,5
Materia flotante visible Ausencia
Manganeso Mn mg/L 0,2
Molibdeno Mo mg/L 0,01
Mercurio (total) Hg mg/L 0,001
Niquel Ni mg/L 0,2
Organofosforados (totales) Concentracion de mg/L 0,1

organofosforados totales.
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Organoclorados (totales)

Plata
Potencial de hidrogeno
Plomo

Selenio

Concentracion de

organoclorados totales.

Ag
pH
Pb
Se

mg/L

mg/L

mg/L
mg/L

0,2

0,05
6-9

0,05
0,02

Ademas de los criterios indicados, la Autoridad Nacional de Control Ambiental utilizara

también las guias indicadas en la Tabla 4, para la interpretacion de la calidad del agua para riego

y la misma debera autorizar o no el uso de agua con grado de restriccion severo o0 moderado.

Tabla 4 Pardmetros de los niveles de la calidad de agua para riego.

Problema potencial Unidades Grado de restriccion *

Ninguno  Ligero- Severo

Moderado

Salinidad: (1)
CE (2) milimhos/cm 0,7 0,7-3,0 >3,0
SDT (3) mg/L 450 450-2000 >2000
Infiltracién: (4)
RAS=0-3yCE= 0,7 0,7-0,2 <0,2
RAS=3-6yCE= 1,2 1,2-0,3 <0,3
RAS=6-12yCE= 1,9 1,9-0,5 <0,5
RAS=12-20yCE= 2,9 2,9-1,3 <1,3
RAS=20-40YCE= 5 5,0-2,9 <2,9
Toxicidad por iones especificos (5)
Sodio:
Irrigacion superficial RAS (6) meq/L 3 3,0-9,0 >9
Aspersion meqg/L 3 3
Cloruros:
Irrigacion superficial meqg/L 4 4,0-10,0 >10
Aspersion meq/L 3 3
Boro: mg/L 0,7 0,7-3,0 >3
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Efectos miscelaneos (7)

Nitrogeno (N-NO3-) mg/L 5 5,0-30,0 >30
Bicarbonato (HCO3-) Solo aspersion meq/L 1,5 1,5-8,5 >8,5
pH Rango normal 6,5-8,4

* Es el grado de limitacion, que indica el rango de factibilidad para el uso del agua

(1) Afecta a la disponibilidad de agua para los cultivos

(2) CE = Conductividad eléctrica del agua de regadio (1milimhos/cm=1000micromh
(3) SDT = Sélidos disueltos totales

(4) Afecta a la tasa de infiltracion del agua en el suelo

(5) Afecta a la sensibilidad de los cultivos

(6) RAS, relacién de absorcion de sodio ajustada

(7) Afecta a los cultivos susceptibles

9.7. Ordenanzas
9.7.1. Ordenanza para la descontaminacién y proteccién de los rios y afluentes

hidricos del cantdén Latacunga.

La presente ordenanza tiene por objeto establecer acciones para la descontaminacion,
proteccidn, conservacion, recuperacion y revalorizacion de los rios y afluentes superficiales o

subterraneos dentro del canton Latacunga.

Discutida y aprobada por el I. Concejo Cantonal en sesiones ordinarias realizadas los dias 11
de junio del 2013 y 14 de enero del 2014.

Publicada en el Registro Oficial Nro. 247 de 16 de mayo del 2014.

Capitulo 1 — Objeto y Ambito de la aplicacion

“Art. 1. La presente ordenanza tiene por objeto establecer acciones para la
descontaminacion, proteccidn, conservacion, recuperacion y revaloracion de los rios Cutuchi,
Pumacunchi, Cunuyacu, Yanayacu y demas afluentes superficiales o subterraneos dentro del

cantén Latacunga.

Sus disposiciones seran aplicadas a las personas naturales o juridicas que, tanto del
sector publico como privado, que actien en contra de la calidad del recurso agua, en el canton

Latacunga”.
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Capitulo 111 — De las obligaciones de los ciudadanos y entidades locales.

“Art. 4. Con el fin de proteger los derechos ambientales individuales o colectivos, todas
las obras, proyectos de tipo publico y privado, a nivel de servicios e industrial deben aplicar
buenas practicas ambientales e implementar plantas de tratamiento de aguas negras, residuales,
descargas industriales, domeésticas y otras que alteren las condiciones fisico, quimicas y

bioldgicas del agua, y atenten su calidad”.

“Art. 5. Las instituciones publicas y de control deben tener el alcance de la frontera a
partir de los 3400 m, en &reas de produccion o captacion de fuentes hidricas superficiales y

subterraneas que sean de consumo humano y riego”.

“Art. 6. Es de obligacion de todos los sectores productivos naturales o juridicos
asentados en el canton Latacunga de forma permanente o temporal mantener un adecuado
manejo y tratamiento de desechos sélidos de todo tipo, vertidos y descargas, que contaminen el

agua y propendan procesos de bioacumulacién.

Los desechos y vertidos de tipo peligrosos deberan ser manejados por gestores
acreditados por el Ministerio del Ambiente, mismos que certifican el tratamiento de aceites
usados “industrial, automotriz y doméstico”, metales pesados, acidos y bases y demads
sustancias toxicas y peligrosas generadas en procesos productivos y por la prestacion de

servicios”.

“Art. 10. Derecho de Inspeccion. — La direccion de Medio Ambiente, esta facultada
para realizar inspecciones a los rios Cutuchi, Pumacunchi, Cunuyacu, Yanayacu y demas
afluentes cantonales. Ademas de tomar las muestras necesarias, para su caracterizacion. De
igual forma se procederda con los desechos generados en las instalaciones de los
establecimientos o actividades publicas y privadas sujetos de esta Ordenanza contempladas en

el art 27,

9.8. Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

El arsénico es una de las 10 sustancias quimicas que la OMS considera mas
preocupantes para la salud publica. Los esfuerzos de la Organizacion por reducir la exposicion
al arsénico incluyen el establecimiento de valores guia, el examen de los datos cientificos
disponibles y la formulacion de recomendaciones para la gestion de los riesgos. La OMS ha

definido un valor guia para el arsénico en sus Guias para la calidad del agua potable cuya
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finalidad es servir en el mundo entero de base para las tareas de reglamentacion y normalizacion

en esta esfera.

En estos momentos, el limite recomendado para la concentracion de arsénico en el agua
potable es de 10 ug/L, aunque este valor de referencia se considera provisional dadas las
dificultades de medicion y las dificultades préacticas relacionadas con la eliminacion del
arsénico del agua de bebida (OMS, 2018).

El Programa Conjunto OMS/UNICEF de Monitoreo del Abastecimiento de Agua y del
Saneamiento sigue los progresos realizados hacia la consecucion de las metas mundiales
relacionadas con el agua de bebida. EIl indicador propuesto para la gestion segura de los
servicios de suministro de agua de bebida en el contexto de la Agenda 2030 para el Desarrollo
Sostenible propugna que se siga el acceso de la poblacion a agua de bebida sin contaminacidn

fecal ni contaminantes quimicos prioritarios, entre ellos el arsénico (OMS, 2018).

10.VALIDACION DE LA PREGUNTA CIENTIFICA O HIPOTESIS

¢Es posible determinar la concentracion de arsénico y la trazabilidad microbioldgica
presente en sitios poco monitoreados y contaminados con arsenico en fuentes naturales, en la

Quebrada Pucuhuaycu entre los 3200 y 3400 m.s.n.m.?

En base al analisis de laboratorio obtenido del muestreo de agua, se pudo determinar la
concentracion de Arsénico (As) con un valor de 0,004 mg/L en el mes de Enero y para el mes
de Marzo la concentracion de arsénico presenta un valor de 0,75 mg/L, encontrandose sobre
los limites maximos permisibles segun el Acuerdo Ministerial N°097A, los cambios de niveles
de concentracion de dicho metal pesado se debe a la variacidn de la precipitacion, alterando la
movilidad de éste. Con respecto al cultivo de bacterias se pudo identificar macroscopicamente
las caracteristicas de las colonias y mediante el aislamiento se realiz6 la caracterizacion de 5

colonias especificas posiblemente del género Escherichia, Bacillus y Pseudomonas.

11.METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL

11.1. Tipos de investigacion

11.1.1. Investigacion Bibliogréafica y documental

Este tipo de investigacion permitié a los investigadores recopilar informacion de
revistas cientificas: Scielo, Tesis, Libros, informes técnicos, PDYOT de la parroquia de

Toacaso, la normativa ambiental vigente como es el Acuerdo Ministerial N°097-A, Norma de
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calidad ambiental y de descarga de efluentes al recurso agua (Anexo 1, Libro VI de la Calidad
Ambiental, del Texto Unificado de la Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente) y
la norma NTE INEN 1108 - Agua para Consumo Humano. Requisito.

11.1.2. Investigacion Descriptiva

Este tipo de investigacidon permitio determinar la zona influencia de la investigacion, la
cual se desarroll6 en la quebrada Pucuhuaycu, comunidad Planchaloma, Parroquia Toacaso -
Canton Latacunga - Provincia Cotopaxi, el agua objeto de estudio es de una de las vertientes

que es captada y aprovechada por la comunidad Planchaloma para uso agricola.

11.1.3. Investigacion de Campo

Los investigadores mediante visitas in situ en la zona de la Quebrada Pucuhuaycu se
determind de forma visual el sitio para determinar los respectivos muestreos, el mismo que se
ubico en las siguientes coordenadas latitud y longitud: -78.7228209, -0.7474795.

11.2. METODOS
11.2.1. Método Inductivo

Este método permitid6 generar conocimiento sobre la contaminacién de origen
geogénico por arsénico proveniente de una de las vertientes de la reserva ecoldgica de Los
llinizas Sur, generando datos para la trazabilidad microbioldgica y el andlisis de calidad del

agua, y la comparacion con los limites permisibles vigentes para uso agricola.

En el siguiente método se aplicé las siguientes etapas:

Observacion: Mediante el método de la observacion se logré verificar el crecimiento

bacteriano posterior a su respectivo cultivo.

Analisis: Para el analisis de los resultados de calidad del agua se hizo una comparacion
con la normativa vigente para agua de riego y uso agricola y consumo humano. Ademas, para
el analisis bacteriano se usaron materiales del laboratorio como microscopio, porta y

cubreobjetos y un asa.

Comparacion: La comparacion de los resultados se realiz6 mediante el Acuerdo
Ministerial 097A y la norma NTE INEN 1108
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11.2.2. Método Analitico

Este método permitio realizar un estudio cientifico basado en la experimentacion directa
partiendo del procedimiento de descomponer un todo en sus elementos basicos y, por lo tanto,
va de lo general a lo especifico.

11.3. Técnicas

Para la ejecucion de la investigacion se utilizé las siguientes técnicas:

11.3.1. Observacién Directa

La observacion directa en la presente investigacion permitié identificar la zona de
muestreo mismas que fueron una fuente eficaz para adquirir informacion del area de estudio y
recoleccion de datos. Ademas, se logré identificar las diferentes colonias bacterianas

encontradas.

11.3.2. Monitoreo

Se realizaron diferentes monitoreos de muestreo del agua y de la siembra bacteriana.
Para determinar la trazabilidad microbioldgica presentes en la quebrada Pucuhuaycu, el
presente estudio constd de tres capitulos: caracterizacion biofisica de la zona de estudio,
determinacion de la concentracidn de arsénico, calidad de agua y establecer la relacién de las

diferentes colonias aisladas con concentraciones de arsénico

11.4. Area de estudio

El estudio de la caracterizacion biofisica del presente proyecto de investigacion se
encuentra presente a una cota altitudinal de 3200 a 3400 m.s.n.m. localizada en la comunidad
de Planchaloma perteneciente a la parroquia de Toacaso, el mismo que permitié la
determinacion de la: precipitacion, temperatura, pendiente, tipo de suelo, cobertura vegetal,
erosion, se los realizd mediante el uso de archivos tipo shapefiles proporcionados por el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP), el Instituto Nacional de
Estadistica y Censo y el Simposio Internacional del Agro (SIAGRO) del afio 2014 y un paquete

de software conocido como modelo unificado (hadCRUT) .
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11.4.1. Delimitacion del area de estudio

Para la delimitacion del area de estudio se considerd la cota altitudinal, de esta forma se
realiz6 un corte mediante la herramienta ArcGis (Figura 1) con la diferencia de 100 m.s.n.m.
La Quebrada Pucuhuaycu se encuentra ubicada en la parroquia de Toacaso. Una comunidad
mayormente de poblacion indigena, situada a las faldas del volcén los llinizas Sur. El objeto de
estudio corresponde a las aguas de la quebrada Pucuhuaycu que son aprovechadas por la
comunidad de Planchaloma para riego agricola, agua que cuenta con la presencia de metales

pesados en gran cantidad, entre ellos el Arsénico (Campafia & Moreno, 2020).

Figura 1

Ubicacion de la zona de estudio - Quebrada Pucuhuaycu (3200-3400 m.s.n.m).
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Nota: Delimitacion del area de estudio. Fuente: Herramientas SIG
Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

11.4.2. Delimitacion del &rea de muestreo

Para la delimitacién del area de muestreo se logro identificar la zona para la toma de
muestras el mismo que se lo realiz6 en las siguientes coordenadas (Tabla 4), siendo un estudio
representativo de calidad de agua destinada para consumo humano y uso agricola, donde se
tomé como referencia 1 punto para el correspondiente muestreo.
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Tabla 4
Coordenadas UTM de la zona de muestreo en la Quebrada Pucuhuaycu.
Coordenadas UTM
Punto Altitud
Latitud X Longitud Y
1 3334.88 m.s.n.m 753372.18 9917095.36

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

11.5. Muestreo

Se realizd 2 muestreos de agua en la Quebrada Pucuhuaycu en los meses de Enero y
Marzo con el fin de analizar la calidad de agua para consumo humano y uso de riego agricola
y con los resultados obtenidos hacer una comparacion si estos se encuentran dentro de los
limites maximos permisibles por la normativa vigente. Se considero realizar esta comparacion
porgue en la comunidad de Planchaloma existen 2 concesiones que utilizan el recurso hidrico;
en el caso del sector social el agua es proveniente de vertientes/manantial/acuiferos siendo de
uso domestico en general y en el sector agricola el agua es proveniente de la quebrada
Cotopilalé y Pucuhuaycu este recurso es utilizado para uso en general (Riego) estas concesiones
tienen el otorgamiento por parte del Instituto Ecuatoriano de Recursos Hidraulicos (INERHI)
y Secretaria Nacional del Agua (SENAGUA). Se consider6é de igual forma determinar la
trazabilidad microbioldgica presentes en el recurso hidrico y asi establecer la relacién de las

diferentes colonias aisladas con concentraciones de arsénico.

11.5.1.1. Primer andlisis de agua

Una vez del haber obtenido el primer muestreo realizado en el agua de la Quebrada
Pucuhuaycu, se procedié a enviar al Laboratorio Nacional de Calidad de Aguas y Sedimentos
- LANCAS mismo que cuenta con un sistema de gestién de calidad implementado bajo la NTE
INEN ISO/IEC 17025, acreditado por el Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE) con
nimero SAE LE C 15-005.

Para los respectivos andlisis del arsénico y los parametros fisicoquimicos se utilizé los

siguientes métodos de referencia:

Arsénico (As): Standard Methods Ed 23, 2017. 3114 B Modificado.
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pH: Standard Methods Ed 23, 2017. 4500 H* B.

Manganeso: Standard Methods Ed 23, 2017. 3111 B.
Sulfatos: HACH No 8051 12/99 7 ed.

Oxigeno Disuelto: Standard Methods Ed 23, 2017. 4500-O C.
Coliformes fecales: Standard Methods Ed 23, 2017. 9221 E 1.

11.5.1.2. Segundo andlisis de agua

Realizado el segundo muestreo de agua de la Quebrada Pucuhuaycu, se procedié a
enviar al Laboratorio Nacional de Calidad de Aguas y Sedimentos - LANCAS mismo que
cuenta con un sistema de gestion de calidad implementado bajo la norma NTE INEN ISO/IEC
17025, acreditado por el Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE) con nimero SAE LE C
15-005.

Para los respectivos analisis del arsénico y los parametros fisicoquimicos se utilizé los

siguientes métodos de referencia:
Arsénico (As): Standard Methods Ed 23, 2017. 3114 B Modificado.
Manganeso: Standard Methods Ed 23, 2017. 3111 B.

Sulfatos: HACH No 8051 12/99 7 ed.
Oxigeno Disuelto: Standard Methods Ed 23, 2017. 4500-O C.
Coliformes fecales: Standard Methods Ed 23, 2017. 9221 E 1

= Interpretacion de andlisis del agua para consumo humano

El parametro fue comparado con la norma NTE INEN 1108 — Agua para consumo
humano. Requisitos, tabla 1: Requisitos fisicos y quimicos del agua para consumo humano,
tabla 2: Requisitos microbioldgicos del agua para consumo humano y tabla B1: Rango de pH

del agua para consumo humano.
» Interpretacion de andlisis del agua para riego agricola

El pardmetro fue comparado con el Acuerdo N° 97/A - Norma de calidad ambiental y
de descarga de efluentes al recurso agua (Anexo 1, Libro VI de la Calidad Ambiental, del Texto
Unificado de la Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente), tabla 3: Criterios de

calidad de aguas para riego agricola.
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11.5.2. Procedimiento para el muestreo de agua para el andlisis fisicoquimico

La calidad del agua establece un conjunto de condiciones, entendidas como los niveles
aceptables que deben cumplirse para asegurar la proteccién del recurso hidrico y la salud de la
poblacion en un territorio dado. La determinacion de los pardmetros de calidad del agua se
realiz6 en base a criterios fisicos, quimicos y biolégicos, que consideran la dinamica de los
procesos y elementos que los afectan, asi como la capacidad del recurso o del ecosistema para
soportar presiones y de su poder de autodepuracion. Estos parametros de calidad se fijan de
manera diferenciada, de conformidad con los diversos usos a los que se va a destinar el recurso

(consumo humano, riego, industria, ganaderia, recreacion, vida acuatica, etc.) (Dode, 2017).

Los parametros fisicos no son indices absolutos de contaminacion, por lo que en cada
caso debe medir la desviacion de la norma. Los bioldgicos hace referencia a la presencia de
microorganismos patogenos de diferentes tipos: bacterias, virus, protozoos y otros organismos
que transmiten enfermedades como el coélera, tifus, gastroenteritis diversas, hepatitis, etc.
Normalmente estos microorganismos llegan al agua en las heces y otros restos organicos que
producen las personas y animales. Por esto, un buen indice para medir la salubridad de las
aguas, en lo que se refiere a estos microorganismos, es el nUmero de bacterias coliformes
presentes en el agua. Y por ultimo tenemos los parametros quimicos estos son los mas
importantes para definir la calidad del agua, se debe tener en cuenta los factores naturales que
influyen en la composicion quimica del agua, y la cantidad, localizacion y tipo de asentamientos
urbanos, industrias y de la presencia de actividades agropecuarias (Dode, 2017).

Las muestras de agua permitieron determinar los niveles de concentracion del arsénico
y los limites maximos permisibles (LMP) de los parametros fisicoquimicos, mismo que se
realizé con el siguiente método el cual fue proporcionado por el laboratorio LANCAS (ver

anexo 3), el cual determina la instruccion, envase y preservante de la siguiente manera:

Tabla 5
Instrucciones para la toma y preservacion de muestra de arsénico
Parametro Envase  Preservante Instruccion
5 gotas de Para el analisis de arsénico tome la muestra en el
Arsénico rz)llsé(;ticTI acido nitrico envase de 250ml, deje un pequefio espacio (el

libre de trazas  cuello del envase) para preservar la muestra con
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acido nitrico concentrado libre de trazas. Poner 5

gotas de acido nitrico concentrado a la muestra,

colocar la contratapa e inmediatamente tapar el

frasco.

Invierta el

frasco tres veces para

homogeneizar la muestra, rotular y mantener con

hielo hasta llegar al laboratorio.

Nota: Instrucciones para la toma de muestras. Fuente: INAMHI — LANCAS

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

El método de muestreo fue proporcionado por el laboratorio LANCAS, el cual

determina las instrucciones, envase y presentante para el analisis de los parametros

fisicoquimicos de la siguiente manera:

Tabla 6
Instrucciones para la toma y preservacion de muestras — Parametros fisicoquimicos
Parametro Envase Preservante Instruccion
1 mL de Sulfato  Llenar al mismo tiempo dos Winkler de
Manganoso 300 mL de muestra. Poner a cada
) ImL Alcali  Winkler: Vial 1, Vial 2y Vial 3.
Oxigeno 300 mL ) _
) o Yoduro Nota: Poner con cuidado cada Vial,
Disuelto Vidrio o o )
2 mL de acido  tapar y eliminar el exceso en el winkler.
Sulfarico Mantener con hielo las muestras hasta
concentrado llegar al laboratorio.
Tomar 1000 mL de muestra en un
1000 mL ) envase de plastico.
pH, Sulfatos o No aplica )
Plastico Mantener con hielo las muestras hasta
llegar al laboratorio.
Para el andlisis de arsénico tome la
250 | 5 gotas de acido  muestra en el envase de 250ml, deje un
m
Manganeso st nitrico libre de  pequefio espacio (el cuello del envase)
plastico .
trazas para preservar la muestra con acido

nitrico concentrado libre de trazas.
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100 mL

esteril de
_ plastico. Se

Coliformes .
puede utilizar

Fecales

(Frasco nuevo
para analisis

de orina)

No aplica

Poner 5 gotas de 4&cido nitrico
concentrado a la muestra, colocar la
contratapa e inmediatamente tapar el
frasco. Invierta el frasco tres veces para
homogeneizar la muestra, rotular vy
mantener con hielo hasta llegar al
laboratorio.

Abrir el frasco de 100 mL debajo del
agua y llenar el frasco dejando un
espacio de aire. Tapar el frasco y
mantener con hielo las muestras hasta
llegar al laboratorio. Tiempo de entrega

méximo 24 horas

Nota: Instrucciones para la toma de muestras. Fuente: INAMHI — LANCAS

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

11.5.3. Envi6 de las muestras

= Respectivamente las muestras fueron almacenadas siguiendo lo expuesto en la norma
NTE INEN 2176:1998 — Agua. Calidad del Agua. Muestreo. Técnicas de muestreo, en

fundas con cierre hermético, fueron etiquetadas considerando el Id de la muestra, N° de

muestra, el responsable de la toma de muestra, la fecha y hora esto con el fin de evitar

errores, para él envid se las introdujo en una caja Cooler con hielo seco esto para

mantener a una temperatura adecuada y no alterar sus condiciones.

11.6. Metodologia de aislamiento

11.6.1. Muestreo de agua para el aislamiento de microorganismos

Las muestras de agua fueron utilizadas para realizar el cultivo de microorganismo y

posterior a ello el aislamiento de las colonias frente a esto se utilizé la norma NTE INEN

2169:2013 de calidad del agua, muestreo, manejo y conservacion de muestras. Se tomaron dos

muestras de agua llenando los frascos de orina con un volumen de 100 mL , y tapandolos de

tal forma que no exista aire sobre la muestra. Esto limita la interaccién de la fase gaseosa y la
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agitacion durante el transporte hasta el laboratorio de Agua de la Universidad Técnica de

Cotopaxi.

11.6.2. Preparacion del medio de cultivo

Se utilizé los medios de cultivo: Agar Nutritivo que garantiza el crecimiento de todos
los microorganismos tanto gram-positivos como gram-negativos, hongos y levaduras; y Agar
MacConkey que por ende sirve como un indicador visual de pH, distinguiendo asi las bacterias
Gram negativas que pueden fermentar la lactosa (Lac+) y las que no pueden (Lac-) para el

aislamiento de bacterias.

Se prepararon siguiendo las instrucciones de la ficha técnica del fabricante. Usualmente
para preparar un medio solido se parte de un medio liquido al que se le afiade un agente
solidificante como el agar considerando que es un polisacarido extraido de algas. En los medios

solidos la proporcion de Agar es siempre por encima del 15% (Mondino, 2009)

11.6.3.Siembra de la Muestra Madre

La siembra de la muestra madre se realizo en cajas Petri en base a la técnica de siembra
en superficie: Este procedimiento se aplicd para realizar un método horizontal para el recuento
de microorganismos capaces de crecer y formar colonias en el medio de Agar Nutritivo. Se
diluyo sobre la superficie del agar para lograr realizar recuento de UFC (unidades formadoras
de colonias) (Tomas, 2015). Se incubd los medios de cultivos preparados para su transportacion
los mismos que tienen una tolerancia de hasta 24 horas con una temperatura de 2 a 35°C, una
vez llegado a su destino final el mismo debe ser almacenado a una temperatura de 4 a 8°C
(Cedefio, 2015).

11.6.4. Aislamiento de microorganismos

Se utilizé las cajas Petri con agar Nutritivo para aislar las colonias que presentaron gran
crecimiento y que eran macroscopicamente diferentes por sus colonias, para este procedimiento
se realizd en base a las siguientes técnicas descritas a continuacion para obtener un éptimo

crecimiento:
= Estriado por cuadrantes

El estriado se realizo en 6 cajas Petri con Agar Nutritivo considerando el crecimiento

de diferentes colonias de la muestra madre, se dividié la parte inferior en tres cuadrantes, para
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ello se tomo una pequefa cantidad de muestra con un asa esterilizada y se estrio el ler cuadrante
con el procedimiento basico de Zig zag. Se trabajo en el sentido de las agujas del reloj, estriando
cuadrante por cuadrante, esterilizando el asa antes de seguir a otro. Estas placas se incubaron a

temperatura adecuada en posicion invertida para su correcto aislamiento (Hylary, 2014)

11.6.5. Aislamiento para identificacion de bacterias lactosa (+) y lactosa (-)

Se utilizo el medio selectivo y diferencial agar MacConkey. Se emplearon 6 cajas Petri
y se tomo una muestra de las colonias aisladas, en las cuales se sembré por la siguiente técnica
descrita (Espinoza & Manziny, 2019). Se procedi6 a incubar por 24 a 48 horas entre 35°y 37°C,
en atmdsfera aerdbica. La incubacion de siembras en Agar MacConkey en atmdsfera de CO»
puede reducir el desarrollo y recuperacion de algunas colonias de bacterias Gram negativas
(Valtek, 2020).

= Estriado para aislar

Se utilizé la técnica de estriado para aislar, esto implica una sola inoculacion de una
seccidn de la caja de Petri y, disminuir de esta forma la colonia arrastrando microorganismos
de la seccidn inicial de tres secciones adicionales, reduciendo eficazmente la poblacion de
microorganismos. Generalmente esta técnica fue utilizada para separar un cultivo aislado de

agar Nutritivo en las cajas Petri que contenia Agar MacConkey (Rascdn, 2014).

11.6.6. Tincion de Gram

La tincién de Gram se baso en colocar como colorante primario cristal violeta, el cual
tiene afinidad con el peptidoglicano de la pared bacteriana. Posteriormente, se colocé lugol, el
cual sirve como mordiente e impide la salida del cristal violeta por la formacion de un complejo
cristal violeta yodo que satura los espacios del peptidoglicano de la pared bacteriana. En
seguida, se coloc6 una mezcla de alcohol-acetona, la cual deshidrata la pared bacterianay cierra
los poros de esta, también destruye la membrana externa de las bacterias Gram negativas debido
a que ésta es soluble a la accion de solventes organicos, como la mezcla de alcohol acetona.
Las bacterias Gram positivas, al contener una gran cantidad de peptidoglicano, retienen con
mayor fuerza este complejo, mientras que las Gram negativas no lo pueden retener por tener
menos cantidad de peptidoglicano. Por altimo, se coloco safranina, la cual funciona como un
colorante secundario o de contra tincion y sirve para tefiir las bacterias que no pudieron retener

el complejo cristal violeta-yodo (L6pez-Jacome et al., 2014).
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11.6.7. Identificacion macroscépica y microscopica de colonias aisladas

Para la observacion macroscdpica se tomo en cuenta las caracteristicas como; los
bordes, la forma, el tamafio, textura, elevaciones y color de las colonias aisladas. Conjuntamente
para la identificacion microscopica de las bacterias se utilizo el manual de microbiologia clinica
de la asociacién argentina de microbiologia (H. A. Lopardo et al., 2017). Se observé la muestra
al microscopio mediante el lente de 100 X de esta forma se evidencid las diferentes

caracteristicas morfoldgicas de las bacterias aisladas (Brooks & Blengio Pinto, 2011).

12.ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

12.1. Caracterizacion biofisica
En el siguiente capitulo se describe la caracterizacion del medio bidtico — fisico presente
en la zona de estudio ubicado en la comunidad de Planchaloma parroquia de Toacaso.
12.2. Caracterizacion climatica
El clima de la comunidad de Planchaloma tiene pocas variantes (Figura 2), esto se debe

a la altitud en la que se encuentra y su proximidad al volcan Los llinizas es por esto por lo que

presenta un Clima Subhimedo con pequefio déficit de agua, Mesotérmico templado frio.



Figura 2

Mapa del clima de la Quebrada Pucuhuaycu (3200-3400 m.s.n.m)
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Nota: Identificacion del tipo de clima perteneciente a la zona de estudio ubicada a una cota

altitudinal de 3200 a 3400 m.s.n.m.

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

12.2.1. Precipitacion

En base al conjunto de datos de observaciones Met Office Hadley Center , llamado asi

en honor a George Hadley se ha recopilado informacion en el periodo (2009 — 2019), donde

presentd una precipitacion intermensual de 96,6 mm (Figura 3), considerando de esta manera

la época seca que se da en el mes de junio hasta el mes de septiembre presentando en el mes de

agosto el pico mas bajo, también se considera la época Iluviosa con picos altos de precipitacion

que van desde el mes de Octubre hasta el mes de Mayo.
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Figura 3

Precipitacion intermensual

mm Precipitacion intermensual (2009 - 2019)

Nota: La precipitacion ha sido tomada en el periodo 2009 al 2019, y su unidad se encuentra
en mm. Fuente: hadCRUT- Met Office Hadley Center

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

12.2.2. Temperatura

La zona de estudio la comunidad de Planchaloma presenta una temperatura con una
minima de 8°C y una maxima de 10°C (Figura 4). El clima de los paramos Ecuatorianos es en
general frio y himedo, con cambios diarios extremos de temperatura; por ejemplo, a 3.900 m
de altitud esta varia desde 30 °C hasta temperaturas bajo 0 °C (Mena Vasconez & Castillo,
2011).



Figura 4

Mapa de temperatura de la Quebrada Pucuhuaycu (3200-3400 m.s.n.m).

ECUADOR
Escala: 1.100.000
753000
\
N
£\
4R
= i \
| ~. TOACASO s RIO_PUCUHUAYCU
prumy T [ ] PLANCHALOMA_P3
) \\‘ RIOS_ECUADOR
J: b [ 1oacaso

UBICACION DE LA ZONA DE ESTUDIO
RESPECTO AL ECUADOR CONTINENTAL
1000000

~ TUNIVERGIDAD
TECUICADE
e ol

Proyecto de Investigacién

. y
e /
\ {
\ e
5 A S
H o \ )
\\ y
\ )
TN 4
- -
|
T
754000
LEXERDATERATICY NOTAS Y DIGRAMAS DE COPILACION
ISOTERMA
’ 2 40 M 5
l:‘ <all other values> 40; 220 "0 A0 Metersi i presente Proyecto fue realizad
RANGO bryeoiiin DTIE EilpaollRICERL: con cartografia a escala 1:100.000
‘:l 8-10 Sistema Geodésico Mundial WGS-84
Zona 17 Sur

Contiene:
Mapa de Isote:

Excala detrabajo: | Fed
1100000 vi2

[SobreTac
A Huishs &D. Pictcho|Bace de:

54

Nota: Identificacion de la temperatura perteneciente a la zona de estudio ubicada a una cota

altitudinal de 3200 a 3400 m.s.n.m.

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

Considerando el conjunto de datos de observaciones Met Office Hadley Center, llamado

asi en honor a George Hadley se ha recopilado informacion en el periodo (2009 — 2019), donde

presentd una temperatura intermensual de 10,93 °C esto se debe al clima que presenta la

parroquia Toacaso.
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Figura 5

Temperatura intermensual

°C Temperatura intermensual (2009 - 2019)
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Nota: La temperatura ha sido tomada en el periodo 2009 al 2019, y su unidad se encuentra en
°C. Fuente: hadCRUT- Met Office Hadley Center
Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

12.2.3. Pendiente

El suelo en la comunidad de Planchaloma se caracteriza por tener una topografia y
morfologia irregular (Figura 6); el 45,27 % representa un pendiente de 0 — 5% Plano a casi
plano, el 24,21% es una pendiente de >5 — 12% Suave a ligeramente inclinado, es decir que es
una seccion transversal recta o ligeramente concavas, el 6,15% tiene una pendiente de >12 — 25
% Ligeramente ondulado (Micro relieve) y el 24,34% es una pendiente de >25 — 50%
Moderadamente ondulado. De esta manera en el sitio de estudio existe una pendiente de 0 a

5%, considerada una zona plana o semiplana.
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Figura 6
Mapa de pendiente de la Quebrada Pucuhuaycu (3200-3400 m.s.n.m).
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12.2.4. Ecosistemas presentes

Segun la clasificacién de Cafiadas (1983), basada en Holdridge, el Ecuador posee 26
zonas de vida. La comunidad de Planchaloma corresponde a Bosque Himedo Montano -

Asociacion Edéafica Seca con un 9,81% vy el 90,18 % corresponde a un Bosque Muy Humedo

Montano (Figura 7).
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Figura 7
Mapa ecoldgico de la Quebrada Pucuhuaycu (3200-3400 m.s.n.m).
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Asimismo, en la zona de estudio se encuentra la Reserva Ecolégica Los lllinizas, que es
parte integrante del Patrimonio Nacional de Areas Naturales, en una extension aproximada de
149.900 hectareas.

La reserva se encuentra dentro del territorio de Toacaso con 5.582 hectareas; es decir
que el 36% del territorio Toacaso, corresponde a la Reserva Ecoldgica los Ilinizas. Un area
considerable de la Reserva se encuentra intervenida, se ha desbrozado los paramos y relictos
boscosos y se han transformado en suelos de produccion agropecuaria. (PDOT - Toacaso,
2020).
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12.2.5. Geomorfologia
12.2.5.1. Relieve

Segun el estudio de Cérdova (2016), determina que en Zona Centro-Norte de la Region
Interandina, en la provincia de Cotopaxi la concentracion de (As) es de 0,004 mg/L a 0,045
mg/L. Esto se da por la geologia de los suelos, ya que en la actividad volcénica se introduce el
arsénico en la atmdsfera en forma de gases, que regresan a la tierra en forma de polvo o

precipitacion, lo cual por escorrentia llega a las fuentes hidricas (Campafia & Moreno, 2020).

En la comunidad de Planchaloma se asocia la formacion del relieve con dominio de 4
ambientes, relacionados al de; laderas, volcanico, fluvial y poligenéticas y en la geomorfologia
de ambiente genético de laderas relacionados a geoformas de vertientes se identificd, coluvion
antiguo, Conjuntamente, en la geomorfologia de relieves volcanicos montafiosos se ha
considerado que se localiza entre el sistema volcanico del Atacazo, Iliniza y Corazon es decir

en una colada de lava antigua y de lahares (Figura 8).

La geomorfologia de origen fluvial presenta lavas andesiticas de grano fino y
porfiriticas, bajo frecuente cobertura piroclastica en muy poca intervencion en la zona de
estudio. lgualmente, la geomorfologia de ambiente poligenética tiene 3 grupos de dificil
vinculacion de lo que se consideran: coluvio-aluvial antiguo, Interfluvio de cimas estrechas e

Interfluvio de cimas redondeadas.
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Figura 8
Mapa geomorfoldgico de la Quebrada Pucuhuaycu (3200-3400 m.s.n.m)

ECUADOR
Escala: 1.100.000

LEYENDA TEMATICA

GEOMORFOLOGIA

[ ] <allother values>
CASO genesis

[ JruviaL
[ LaDERAS
[ PoLiGENICAS
u : I voLcAnico

UBICACION DE LA ZONA DE ESTUDIO
RESPECTO AL ECUADOR CONTINENTAL

9916000
1

754000

SMBOTOS CONVENCIONALES \OTASY DIGRAMAS DE COPILACION W
uﬁ, i
s RIO_PUCUHUAY CU =
640 320 o 640 Met Proyecto de Investigacion
l:l PLANCHALOMA _P3 LS El presente Proyecto fue realizad yowr—
I . !
con cartografia a escala 1:100.000 Mapa de 1a Geomorfologis
RIOS_ECUADOR Proyeccion UTM Elipsoide WGSS4. - S !
Sistema Geodésico Mundial WGS-84 e | r
[_]Toacaso Zona 17 Sur

[Sebr
A Huisre &D. Pctucho|Bace

Nota: Identificacion de la geomorfologia representativa de la zona de estudio ubicada a una
cota altitudinal de 3200 a 3400 m.s.n.m.
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12.2.6. Suelos

Segun el estudio de Alvarez (2020), el suelo de la parroquia de Toacaso presenta una
concentracion de (As) de 40,031 mg/Kg, superando los LMP establecidos por la normativa
TULSMA con respecto al criterio de calidad de suelo. Esto debido al uso del agua proveniente
del volcan los llinizas con concentraciones de (As) para riego de cultivos e igualmente ya que
la roca madre que origina los suelos, son rocas volcanicas ricas en arsénico, lo cual produce la

acumulacion de este metal.

La contaminacion de esta causa la degradacion de la fertilidad, alteracion de la
estructura, trastorna el equilibrio, conduce a la contaminacion de cultivos y del agua

subterranea, que fortuitamente es una amenaza para los organismos Vvivos.
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12.2.7.Uso y cobertura del suelo

En el territorio de la parroquia Toacaso, el paramo se encuentra sobre los 3.700 msnm,
se ha identificado varios ecosistemas de paramos; paramo herbaceo, paramo seco, paramo
arbustivo y paramo de almohadillas, en estos espacios naturales, se localizan también relictos
de bosque nativo, pequefio en proporcion, pero significativamente importante para el
ecosistema. La formacion boscosa corresponde a la clasificacion de Bosque Montano Alto
Siempre Verde. Se localizan también matorrales con especies pioneras y oportunistas, en los
flancos de las quebradas de la microcuenca Toachi Pilaton y en sitios con fuertes pendientes.
En las faldas de los llinizas, se encuentran areas pequefias cubiertas de nieve y afloramientos

rocosos, tipicos de este tipo de micro ecosistemas (PDOT - Toacaso, 2020).

En la siguiente figura se puede observar el uso y cobertura del suelo presente en la
comunidad de Planchaloma. Correspondiente a esta informacion se ha considerado la zona de
estudio en el representa un 82,32% (Tabla 7) dedicada al sector agricola. Es importante
considerar la concentracion de Arsénico (As) en el agua debido a que la comunidad usa el

recurso hidrico para sus cultivos.
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Mapa del uso y cobertura del suelo de la Quebrada Pucuhuaycu (3200-3400 m.s.n.m)

ECUADOR
Escala: 1.100.000

9916000

s RIO_PUCUHUAY CU
[ ] PLANCHALOMA_P3
RIOS_ECUADOR

[JToacaso

RE SPECTO

©

UBICACION DE LA ZONA DE ESTUDIO
AL ECUA

DOR CONTINENTAL

TURIVERSIDAD
+ TECNICADE
N

il

Proyecto de Investigacion

754000
NOTAS Y DIGRAMAS DE COPILACION
[ <ah cthervalues>
uso
I ~cricoLa e — " [Elpresente Proyecto fue reslizad
con cartografia a escala 1:100.000
[ AGROPECUARIO MIXTO Proyeccién UTM Elipsoide WGS84.
l:l PECUARIO Sistema Geodésico Mundial WGS-84

Zona 17 Sur

Contiene:

Mapa de Uso d2 Suzlo

Excala de trabajo:
1:100.000

Te

[Sebre
A Huista & D. Pchuchol

Nota: Identificacion del uso y cobertura del suelo representativa de la zona de estudio ubicada

a una cota altitudinal de 3200 a 3400 m.s.n.m. Fuente: SNI- Archivos de informacion

geogréfica.

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

Tabla 7

Uso y cobertura del suelo de la Quebrada Pucuhuaycu (3200-3400 m.s.n.m).
Produccién por zonas cobertura Superficie Superficie

(Ha) (%)

Agricola 22.401 87,32%
Agropecuario Mixto 367 1,43 %
Pecuario 2882 11,23 %,
Total 25.650 100 %

Nota: Tabla de la produccidn de las diferentes zonas de cobertura.

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022



62

12.2.8. Susceptibilidad a erosion del suelo

La erosion constituye uno de los problemas medioambientales y socioeconémicos mas
importantes a nivel global del siglo XXI. Se estima que una sexta parte del suelo mundial se
encuentra afectado por erosion hidrica (WALLING & FANG, 2003).

La contaminacion del suelo por metales pesados, tales como el cadmio (Cd), arsénico
(As), plomo (Pb), cobre (Cu) y zinc (Zn), asi como por pesticidas, es ampliamente observada
en varias partes de la region debido a la rapida urbanizacion, industrializacién y la agricultura
intensiva. Las tasas de erosion del suelo son todavia demasiado altas en &reas extensas de tierras
de cultivo y pastizales, las tasas de erosidn han sido significativamente reducidas en varias areas
del mundo en las Gltimas décadas (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
la Alimentacion, 2016)

En la siguiente tabla se presenta el porcentaje a la susceptibilidad a erosion del suelo de la
comunidad de Planchaloma, considerando que la concentracion de arsénico (As) se encuentra

dentro de los LMP y no existe mucha presencia de erosion del suelo en la zona de estudio.

Tabla 8
Erosién del suelo

Susceptibilidad Descripcion Porcentaje

Nula evidencia de erosion. Alta permeabilidad del suelo.
Alta Buena cobertura vegetal. Ningn signo de movimiento 23 %
de suelo. Pérdida de suelo menor de 25%

Presencia de zanjas de 30 a 100 cm de ancho y de 15 a
Baja 30 cm de profundidad. Presencia de grava sobre el suelo 37 %

menor de 20%.

Presencia de zanjas que exceden anchuras de 100 cmy
Severa profundidades de 30 cm en forma de U o V, 0 ambas. 40 %

Presencia de grava entre 20 y 40%.

Nota: Identificacion de la susceptibilidad del suelo de la zona de estudio ubicada a una cota
altitudinal de 3200 a 3400 m.s.n.m. Fuente: (FAO, 1994).

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022
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12.3. Caracterizacion del medio biotico

La caracterizacion del medio bi6tico ha sido considerada para identificar las especies de
flora que prevalecen en la zona de estudio, permitiendo asi identificar si estas son adaptables a
las concentraciones de Arsénico prevalecientes a los alrededores de la Quebrada Pucuhuaycu.

12.3.1.Flora de la Quebrada Pucuhuaycu

En el sitio de estudio se evidenciaron 7 especies de flora (Tabla 9).

Tabla 9
Flora localizada en la Quebrada Pucuhuaycu (3200-3400 m.s.n.m).
Nombre cientifico Nombre comun Usos
Holcus lanatus Pasto de Terciopelo  Hierba, alimento de animales vacunos
Baccharis latifolia Chilca Medicinal
Cortadeira nitidasp Sigse Alimento para vertebrados
Plantago lanceolata Llanten menor Medicinal
Schoenoplectus californicus Totora Alimento para vertebrados
Pennisetum clandestinum Kikuyo Alimento para vertebrados

Nota: En la presente tabla se encuentran las especies que se evidenciaron dentro de la zona de
estudio.
Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

12.4. Caracterizacién sociocultural
12.4.1. Poblacion

Segun datos del INEC en el afio 2010 la poblacidn de la parroquia Toacaso fue de 7.971
habitantes, proyectandose al afio 2020 con 9.269 habitantes. Hay que tomar en cuenta que en el
afio 2015 la parroquia Toacaso recupera territorio al cual se suman un nimero estimado de 12
comunidades. Con esta aclaracién y tomando en cuenta los datos del INEC se proyecta que la
poblacion de Toacaso al afio 2020 sera de 11.255, como se refleja en el cuadro que ponemos a

continuacion.
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Tabla 10
Tasa de Crecimiento Anual 2001-2010.
Hombre Mujer Total
1,09% 1,08% 1,09%

Nota: Tasa de crecimiento del 2001 — 2010 representativa de la zona de estudio ubicada a una
cota altitudinal de 3200 a 3400 m.s.n.m. Fuente: INEC - Censo, 2010
Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

12.5. Concentracion de arsénico y parametros fisicoquimicos presentes en el

recurso hidrico de la Quebrada Pucuhuaycu

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de los parametros fisicos,
quimicos y microbiologicos del agua de rio en la quebrada Pucuhuaycu en los dos periodos de
muestreo. Los cuales se compararon con las tablas 1 y 2 de la norma INEN 1108 - Agua para
consumo humano, y la tabla 3 del Acuerdo N°097A - Norma de calidad ambiental y de descarga
de efluentes al recurso agua, para calidad de agua de riego y uso agricola, pues se conoce que
existen dos concesiones en el sitio de estudio, de las cuales se emplea el agua del rio para uso

domeéstico y riego agricola.

12.5.1. Calidad de agua para consumo humano y doméstico

En la quebrada Pucuhuaycu, comunidad de Planchaloma, provincia de Cotopaxi a los
3200 y 3400 m.s.n.m, de los 6 parametros fisicoquimicos analizados, coliformes fecales no
cumple con lo permitido por la normativa en el primer analisis (Tabla 11). Esto, segln
SWISTOCK, (2020) confirma que la presencia de coliformes en el agua no garantiza que beber
el agua cause una enfermedad, sino indica que existe una via de contaminacion entre una fuente
de bacterias y el suministro de agua, lo cual es evidente ya que el sitio de estudio es una zona

ganadera.

En el segundo analisis, As y coliformes fecales sobrepasan los LMP de la norma INEN
1108 (Tabla 11). Segun la OMS, (2018) existe la probabilidad de que el consumo a largo plazo
genere efectos por la ingesta prolongada de arsénico inorganico. Ademas, la variacion en
valores de As es evidente por las condiciones climaticas, ya que la primera toma de muestras

se realizé en el mes de enero, época donde inicia el periodo lluvioso y la segunda toma de
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muestras se lo realizo en el mes de marzo, en donde los picos de precipitacion llegan a ser mas
altos (Figura 3), segun Larios et al. (2017), la presencia de arsénico en el medio ambiente se
atribuye a fuentes naturales, debido a que éste se encuentra ampliamente distribuido en la
corteza terrestre y la mineralogia de la zona y puede aportar elevadas concentraciones de

arsénico en un ecosistema concreto.

Asimismo, la movilizacion puede ser debida también a procesos naturales, como la
erosion del terreno y la actividad bioldgica. Sin embargo, el factor lluvia influye de manera
fundamental en la movilidad y distribucién de arsénico por el suelo y su llegada hacia las

fuentes de agua, ya que existe correlaciones entre la movilidad de este metal y la precipitacion.

Tabla 11
Requisitos fisicos y quimicos del agua para consumo humano.
. . Tabla 1 Cumple/ Cumple/
Parametros Unidades NTE INEN Muelstreo No Muestreo 2 No
1108 cumple cumple
Arsénico mg/L 0,01 0,004 Cumple 0,75 No
cumple
Coliformes  \\praoo mL Ausencia 78,0 No 33,0 No
fecales cumple cumple
pH - 6,5-8,0 7,83 Cumple 7,20 Cumple
Manganeso mg/L - 0,062 - 0,16 -
Sulfatos mg/L - 16,92 - 11,75 -
Oxigeno
: mg/L - 3,25 - 5,03 -
Disuelto g

Nota. Parametros fisicos, quimicos y microbiolégicos del agua de rio en la quebrada
Pucuhuaycu. Fuente: LANCAS, 2022
Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

12.5.2. Calidad de agua para uso agricola — riego

En la quebrada Pucuhuaycu, en la comunidad de Planchaloma, provincia de Cotopaxi a
los 3200 y 3400 m.s.n.m, de los 6 pardmetros fisicoquimicos analizados, todos cumplen con lo
establecido por la normativa en el primer andlisis (Tabla 12). Sin embargo, en el segundo
analisis As esta sobre los LMP por la Tabla 3 del Acuerdo N°097A. Este caso es importante
para la comunidad de Planchaloma debido a que, segun el PDYOT (2015) de la parroquia de

Toacaso, el 75% de la poblacion en las comunidades se dedican a la agricultura y ganaderia,
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donde principalmente se dedican a la produccién de papa, pastos, haba, melloco y maiz, la
mayoria de los productos destinados al consumo humano, afiadido a eso, utilizan el agua de la

quebrada Pucuhuaycu para el riego de sus cultivos.

Afadido a lo anterior, la Universidad de Valladolid y el Instituto de Recursos Naturales
y Agrobiologia de Salamanca, reconoce que regar alimentos agricolas con aguas que presentan
concentraciones de arsénico, provoca que se produzcan alimentos con indices de arsénico en
ellos. Asimismo, sefialan que, aunque no se trate de valores elevados, no son del todo
preocupantes, siempre y cuando no se abuse de los alimentos ya que la poblacion puede estar

expuesta al riesgo de bioacumulacion.

Tabla 12

Requisitos fisicos y quimicos del agua para riego agricola.

Tabla 3
Pardmetros  Unidades  Acuerdo  Muestreo 1 Cl;Trﬁlellglo Muestreo 2 CLéTrEIeI/:lO
N°097A P P
pH - 6-9 7,83 Cumple 7,20 Cumple
Arsenico mg/L 0,01 0,004 Cumple 0,75 No cumple
Manganeso mg/L 0,2 0,062 Cumple 0,16 Cumple
Sulfatos mg/L 250 16,92 Cumple 11,75 Cumple
Oxigeno
Disuelto mg/L 3 3,25 Cumple 5,03 Cumple
Coliformes  NMP/100 5 78,0 Cumple 33,0 Cumple
fecales mL

Nota: Parametros fisicoquimicos y microbiolégicos del agua de rio en la quebrada Pucuhuaycu
Fuente: LANCAS, 2022
Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022
12.6. Bacterias presentes en concentraciones de As
En la (Figura 10) se observa el crecimiento masivo de los microorganismos cultivados
en agar Nutritivo, de los que se han considerado 3 colonias diferentes en el primer periodo de

muestreo y 2 colonias en el segundo periodo de muestro, de acuerdo a sus caracteristicas

macroscopicas disimiles.
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Figura 10
a) Colonias MM01C01, MM01C02 Y MMO01CO03 aisladas del cultivo de muestra madre

(MM) en primer muestreo b) Colonias MM02C01 y MMO02CO02 aisladas de cultivo de MM en

segundo muestreo.

Agar Nutritivo Agar Nutritivo
Concentracion del medio: 27g/L Concentracion del medio: 27g/L
Dias de cultivo: 3 dias Dias de cultivo: 2 dias.
Hora de toma de muestra: 14h00 Hora de toma de muestra: 10h30

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022
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12.7. Aislamiento de las colonias seleccionadas en Agar Nutritivo

Se obtuvo un cultivo puro en base al aislamiento de las MMs en agar nutritivo, de las

cuales a), b) y c) pertenecen al primer periodo de muestreo, ¢) y d) al segundo periodo de
muestreo (Figura 11).

Figura 11
Colonias de cultivo puro aisladas de MM01 y MMO2.

Concentracion del medio: 27g/L.  Concentracion del medio: 27g/L.  Concentracion del medio: 27g/L
Dias de cultivo: 4 dias Dias de cultivo: 4 dias Dias de cultivo: 4 dias
Hora de toma de muestra: 11h40  Hora de toma de muestra; 11h50 Hora de toma de muestra: 12h00

Concentracion del medio: 27¢g/L Concentracidn del medio: 27g/L
Dias de cultivo: 2 dias Dias de cultivo: 2 dias
Hora de toma de muestra: 11h00 Hora de toma de muestra: 11h10

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

12.7.1. Caracteristicas morfocoloniales

En la (Figura 12a) la colonia tiene forma circular, con una elevacion plana que presenta
un borde redondeado, con una textura cremosa, de consistencia traslicida y de pigmentacion

crema claro con un halo de precipitacion biliar de color crema oscuro.
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Figura 12
Colonias aisladas en los dos periodos de muestreo.

a)

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

La colonia MMO01CO02 presenta forma irregular, con una elevacion planoconvexa que
presenta un borde ondulado, con una textura cremosa y de pigmentacion crema opaco con un
aspecto humedo (Figura 12b). La colonia de la (Figura 12c) tiene forma irregular, con una
elevacion plana que presenta un borde ondulado, con una textura cremosa, consistencia

mucoide y de pigmentacion crema opaca, con aspecto himedo.

Las colonias del segundo periodo de muestreo presentaron una forma puntiforme con
borde entero, de elevacion convexa y textura cremosa (Figura 12d). Ademaés, la colonia
MMO02CO02 es de forma circular, de color fluorescente anaranjado, su borde es entero o suave,

tiene una elevacion convexa, su textura es cremosa y aspecto himedo. (Figura 11e).
12.7.2. Prueba de la fermentacion de lactosa en colonias aisladas

De las 5 colonias sometidas a prueba de fermentacion de lactosa mediante el medio
Agar MacConkey, las colonias a), b), ¢) y d) son Lac(+), ya que presentaron un color rosadas
rojizas debido a que fermentan la lactosa para obtener energia metabdlica, produciendo acidez,
lo cual hace que baje el pH de 7,1 £ 0,2 (Lehninger, 2012) (Figura 13) y la colonia e)
corresponde a Lac (-) ya que las bacterias no usan la lactosa como medio de energia, es decir
utilizan la peptona, formando amoniaco, lo cual incrementa el pH del agar, formando colonias

blancas o incoloras (Calderon et al., 2017).
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Figura 13
Colonias aisladas sometidas a prueba de fermentacién de lactosa

Agar MacConkey Agar MacConkey Agar MacConkey
Concentracion del medio: 14,4g/L  Concentracion del medio: 14,4g/L Concentracién del medio: 14,4¢g/L
Dias de cultivo: 3 dias Dias de cultivo: 3 dias Dias de cultivo: 3 dias
Hora de toma de muestra: 11h30 Hora de toma de muestra: 11h40 Hora de toma de muestra: 14h50

Agar MacConkey Agar MacConkey
Concentracion del medio: 14,4g/L Concentracion del medio: 14,4¢g/L
Dias de cultivo: 3 dias Dias de cultivo: 3 dias
Hora de toma de muestra: 10n00 Hora de toma de muestra: 10h10

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022
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12.7.3. Identificacion microscopica de las colonias aisladas

Figura 14
Colonias aisladas vistas en el lente 100x.

al) ';0.3 a 1.5 pm b1) ~0.3 a 1.5 pm c1) L s ~0.3a15 ;:;1

el) ~0.3a1.5pm

,"’.

2. Y
se
el
o Ty

1
-

Elaborado por: Huisha Q. Andrea & Pichucho LI. Daysi, 2022

Las colonias al) y el) son bacilos Gram (-) poseen ~0.3 a 1.5 um. Las colonias bl), c1)
y d1) corresponden a Gram (+) con forma de bacilos, poseen ~0.3 a 1.5 um. Ademas, la colonia
al) corresponde a la orden Enterobacterales, familia Enterobacteriaceae, al género
Escherichia (H. A. Lopardo et al., 2017). Las colonias bl), c1) y d1) corresponden a la orden
Bacillales, familia Bacillaceae, género Bacillus (H. Lopardo, 2018; Macedo & Vola, 2017). La
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colonia el) corresponde a la orden Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae y género
Pseudomonas (Guerra et al., 2011; Quesada, 2019).

12.8. Mecanismos bioquimicos desarrollados por los microorganismos para

biorremediar As

(Ameenetal., 2020) (Kargar & Hadizadeh Shirazi, 2020) (Halttunen et al., 2007)
(Halttunen et al., 2008) (Huét & Puchooa, 2017) (Elsanhoty et al., 2016) (Kirillova et al., 2017)
(Yilmaz et al., 2010) (Bhakta et al., 2010) (Li et al., 2017), han estudiado el uso de bacterias
entéricas Gram (+), fermentadoras de lactosa en la remediacion de agua contaminada con
metales pesados. De acuerdo con Saheh & Ahmaed (2020), este tipo de biorremediacion ocurre
por la unién del metal con estructuras especificas de la pared celular(Figura 15), como
peptidoglicano, &cidos teicoicos, &cidos lipoteicoicos, proteinas de la capa-S, que en su conjunto
conforman la adhesion a las macromoléculas. Ademas, Mrv¢ic et al. (2012) postulan que solo
es necesario un periodo entre cinco minutos a una hora para una union eficiente del metal con

la bacteria.

Figura 15

Estructura de una célula enterobacteriana

Citoplasma

Flagelo

bacteriano .
Capsula

Ribosomas Membrana

o Pared Celular
Plasmatica

Fuente: (Méarquez et al., 2017)

Esta remocion puede suceder por dos mecanismos; (i) bioacumulacion y (ii) biosorcion.

mecanismos que incluyen interacciones electrostaticas, fuerzas de Van der Waals, union

covalente, interacciones redox, precipitacion extracelular o la combinacion de esos procesos;
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los grupos cargados negativamente (carboxil, hidroxil y fosforil) de la pared celular bacteriana

adsorben los iones metalicos y estos son retenidos.

Afade que, cuando los metales se unen a la superficie celular pueden bioacumularse.
La bioacumulacion es un proceso celular que involucra un sistema de transporte de membrana
que internaliza el metal pesado presente en el entorno celular con gasto de energia, este
consumo energeético se realiza a través de la H+-ATPasa; una vez incorporado el metal pesado
al citoplasma este es secuestrado por proteinas ricas en grupos sulfhidrilos llamadas
metalotioneinas (MT), fitoquelatinas (FQ) y algunos nuevos péptidos de union a metales
(Marrero et al., 2010). Las metalotioneinas juegan un rol fundamental en la interaccion
microorganismo-metal, cuando el metal se une a ellas se facilita su absorcion y transformacion
(Wu et al., 2010).

Gracias al mecanismo de bioacumulacion o union a metales descrito anteriormente, se
ha desarrollado la tecnologia de la biosorcidn, esta utiliza biomasa microbiana activa o inactiva
para secuestrar metales, mediante su union a la superficie celular (Nessner & Esposito, 2010).
El proceso ocurre por diversos mecanismos fisico-quimicos como la adsorcion o el intercambio
ionico y cuando se utiliza biomasa viva, los mecanismos metabolicos de captacién también
pueden contribuir con el proceso (Cafizares, 2016). Esta estrategia ha sido aplicada usando
biomasa de bacterias (Vasudevan et al., 2015). Varios grupos de constituyentes celulares como
el grupo acetamido de la quitina, polisacaridos estructurales de los hongos, grupos sulfhidrilos,
amino y carboxilo de algunas proteinas, grupos fosfato e hidroxil de polisacaridos participan en

la biosorcion (Vasudevan et al., 2015).

Las especies metalicas son efectivamente retenidas al interactuar con los fosfatos,
proteinas y lipidos en el citoplasma celular, compitiendo con los iones de sodio, potasio y calcio
en los mecanismos biologicos. No obstante, las posibilidades de desarrollar una mayor
capacidad de absorcion dependen del tipo de microorganismo y su etapa de crecimiento (Soto
etal., 2017).

Los microorganismos utilizados como biosorbentes aislados a partir de ecosistemas
contaminados, retienen metales pesados a intervalos de tiempo relativamente cortos al entrar
en contacto con las disoluciones de los metales, esto minimiza los costos en el proceso de

remediacion pues no requiere el agregado de nutrientes al sistema porque el microorganismo
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no necesita un metabolismo activo, ademas la biomasa es facilmente extraible de los sistemas

acuosos (Rajendran et al., 2003).

Estudios han aplicado esta metodologia mediante biofiltros elaborados con microalgas
y bacterias han sido usados para la descontaminacidén de metales pesados a partir de desechos
de metales (Loutseti et al., 2017), la utilizacion de células inmovilizadas tiene ventajas frente
al uso de células libres para el tratamiento y remocion continua de metales, ya que la biomasa
inmovilizada en columnas de sorciéon puede funcionar por ciclos de carga, regeneracién y
enjuague; mientras que si se usan células libres debido a su pequefio tamafio se dificulta la
recuperacion de la biomasa del efluente (Gupta et al., 2018). La biomasa microbiana puede ser
inmovilizada en un amplio rango de materiales inertes como silica, poliacrilamida, polimetano
y polisulfona que han sido usados en variedad de biorreactores. Por otro lado, algunas bacterias
han mostrado ser eficientes en la bioacumulacion de metales pesados en efluentes industriales

contaminados (Ramteke, 2016).

No obstante, las principales variables de las cuales depende la biorremediacion son el
contenido de materia organica, oxigeno disuelto, temperatura, pH, sulfatos y manganeso (Sode
etal., 2016; Tang & Chen, 2015). De acuerdo con Cheng (2015), existen tres factores de riesgo
en la biorremediacion. Estos corresponden a; (i) biologicos, (ii) ambientales y (iii)
contaminantes. Los factores bioldgicos van a depender de las fuentes de energia y de los
principales requerimientos de los microorganismos para adaptarse y crecer en condiciones
extremas de acuerdo con su habitat natural. Una vez que los microorganismos se encuentren
adaptados seran capaces de metabolizar los contaminantes. Los factores ambientales,
corresponden a aquellas condiciones que favorecen la formacion de enzimas capaces de
metabolizar los contaminantes, o que van a facilitar los procesos de remocion. Por Gltimo, una
baja concentracion de factores contaminantes puede afectar la supervivencia de los

microorganismos.

Dentro de los factores bioldgicos se encuentra el manganeso, que es considerado un
micronutriente importante para el funcionamiento celular de microorganismos, ademéas son
elementos clave para citocromos y proteinas implicadas en el transporte de electrones, los

cuales estimulan y favorecen la proliferacidn de estos organismos (Arango et al., 2010).
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Por otro lado, Mrvi et al. (2009) mencionan que hay una competencia entre los iones
metalicos con los H+ en los sitios de union de la pared celular. En medios de alta concentracion
de H+, pH < 3, hay pérdida de la actividad de unidn en el analito y la pared celular, en cambio
a bajas concentraciones de H+, pH 6, en la solucidn, la concentracién de metales se vuelve
despreciable y los grupos carboxilos de la pared celular, que poseen carga eléctrica negativa (-
), participan en una unién eficiente con el metal, el que posee carga eléctrica positiva (+),
haciendo eficiente el proceso. Sin embargo, es posible observar que a pH > 6 ocurre

precipitacion, tal es el caso de Fe (1), el cual se oxida a Fe (OH)3.
13.IMPACTOS

13.1. Impacto ambiental

La investigacion tendra un aporte positivo en el ambito ambiental, mediante los
resultados obtenidos sobre las posibles bacterias del género Escherichia, Bacillus y
Pseudomonas herramienta la cual servird de sustento para futuras investigaciones basados en
la remediacion de aguas con presencia de metales pesados y la identificacion molecular de las
bacterias. Asimismo, mediante el analisis de los niveles de concentracion de Arsénico que como
resultado del segundo muestreo a comparacion del primer se ha registrado valores que
sobrepasan los limites maximos permisibles. Considerando también los parametros
fisicoquimicos se ha podido analizar la calidad del agua de la quebrada Pucuhuaycu y mediante
la informacion proporcionada seré posible implementar alternativas de remediacion, basandose
en los pardmetros que estan fuera de los limites méaximos permisibles de la normativa vigente

para agua de uso agricola y consumo humano.
13.2. Impacto social

La presente investigacion aportara al ambito social, en base a los resultados obtenidos
sobre las concentraciones de Arsénico (As) en el recurso hidrico y sus diversos problemas que
puede causar este metal pesado si el consumo es excesivo, mediante las autoridades
competentes dar a conocer a la poblacién del sector, para que puedan implementar medidas de
mitigacion y control mejorando asi la calidad de vida de la poblacién y de la parroquia.
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14.PRESUPUESTO

En la tabla 13 se presenta la planificacién del recurso financiero que estan asociados a
los costos del proyecto de investigacion, es importante considerar un porcentaje de
aproximadamente del 10% adicional en los costos, pues de la planeacion a la ejecucion, los

precios pueden variar.

Tabla 13
Presupuesto para la elaboracion del proyecto
VALOR VALOR
RECURSOS DESCRPCION UNIDADES UNITARIO TOTAL
(USD) (USD)
Investigador
HUMANO
Tutor
USB/Flash 1 $5,00 $5,00
Programa
i 1 $33,00 $33,00
TECNOLOGICO MATLAB
Internet 12 meses $18,00 $216,00
Resmas de papel 3 $4,50 $13,50
OFICINA Esferos 5 $0,75 $3,75
Marcadores 3 $0,90 $2,70
Impresiones 320 $0,15 $48,00
Anillados 3 $20,00 $60,00
Empastado 1 $35,00 $35,00
Analisis de
Arsénico
) 2 $14,90 $29,80
(Laboratorio
acreditado)
LABORATORIO
Analisis de la
calidad de Agua
$49,18 $96,36

(Laboratorio

acreditado)
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Reactivos 6 $5,25 $31,50
Compuestos
o $7,50 $15,00
quimicos
Materiales 6 $4,50 $27,00
Guia practica de
$25,00 $25,00
MATLAB
Articulos
OTROS o
cientificos de 4 $40,00 $160,00
paga
Transporte 10 $5,00 $50,00
Alimentacion 10 $2,00 $20,00
SUBTOTAL $871,61

10 % DE IMPREVISTOS  $87,16

TOTAL $958,77

Nota: Presupuesto para la elaboracién del presente proyecto de investigacion.

Elaborado por: A. Huisha & D. Pichucho, 2021

12.

CONCLUSIONES

La contaminacién del efluente en la Quebrada Pucuhuaycu esta influenciada por las
caracteristicas propias del lugar, debido a que es una zona con formaciones volcanicas,
las cuales han influenciado la presencia de As de manera natural en la roca madre y
suelo, lo que provoca que por escorrentia y arrastre llegue este metal pesado en el
recurso hidrico.

En base a la comparacion con la Tabla 3 para uso agricola del Acuerdo Ministerial
NC097A, en el primer analisis, de los 6 analitos, todos cumplen con los LMP. Sin
embargo, en el segundo andlisis hubo un incremento del As, sobrepasando este los LMP
con 0,75 mg/L. Conjuntamente, en base a la comparacién con la norma INEN 1108 para
consumo humano, en el primer anélisis, de los 6 pardmetros analizados, coliformes
fecales sobrepasé los LMP, complemento a esto, en el segundo andlisis coliformes
fecales tuvo reincidencia, ya que sobrepaso los LMP expuesto por la hormativa, tal es

el mismo caso de As.
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» Enelefluente de la Quebrada Pucuhuaycu se evidenciaron 5 colonias bacterianas, Gram
(+) y Gram (-), lactosa (+) y lactosa (-), que por sus caracteristicas y medio en el que se

desarrollaron podrian ser del género Escherichia, Bacillus y Pseudomonas.

13. RECOMENDACIONES

= Se recomienda ampliar el analisis de As, puesto que se evidenciaron cambios en sus
concentraciones, influenciadas por las caracteristicas climaticas de la zona estudiada.

= Se recomienda realizar un estudio con la finalidad de conocer el estado de oxidacion del
As que se encuentra en el efluente de la quebraba Pucuhuaycu, debido a que la toxicidad
de este depende del estado de oxidacién del arsénico que se trate.

= El proceso de identificacion de bacterias conlleva una serie de procesos que han dado
como resultado la identificacion de posibles bacterias de la familia Enterobacteriaceae,
Bacillaceae y Pseudomonadaceae, por tal se recomienda realizar un estudio a nivel

molecular con el fin de identificar la especie de bacterias presentes en el recurso hidrico.
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15. ANEXOS

Anexo 1: Criterios de calidad de Agua para Consumo Humano

Tabla 1: Criterios de calidad de fuentes de agua para Consumo Humano y Doméstico

Parametro Expresado como Unidad Criterio de calidad
Aceites y Grasas Sustancias solubles en mg/L 0,3

hexano
Arsénico As mg/L 0,1
Coliformes Fecales NMP NMP/100 1000

ml
Bario Ba mg/L 1
Cadmio Cd mg/L 0,02
Cianuro CN- mg/L 0,1
Cobre Cu mg/L 2
Color Color real Unidades de 75
Platino-
Cobalto
Cromo hexavalente Cr+6 mg/L 0,05
Fluoruro F- mg/L 1,5
Demanda Quimica de DQO mg/L <4
Oxigeno
Demanda Bioquimica DBOs mg/L <2
de Oxigeno (5 dias)
Hierro total Fe mg/L 1,0
Mercurio Hg mg/L 0,006
Nitratos NOs3 mg/L 50,0
Nitritos NO2 mg/L 0,2
Potencial Hidrégeno pH unidades de 6- 9
pH

Plomo Pb mg/L 0,01
Selenio Se mg/L 0,01
Sulfatos S04 - 2 mg/L 500
Hidrocarburos Totales TPH mg/L 0,2
de Petréleo
Turbiedad unidades UNT 100,0

nefelométricas de

turbiedad

Nota: Podran usarse aguas con turbiedades y coliformes fecales ocasionales superiores a los
indicados en esta Tabla, siempre y cuando las caracteristicas de las aguas tratadas sean
entregadas de acuerdo con la Norma INEN correspondiente.
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Tabla 3: criterios de calidad de aguas para riego agricola

Parametro Expresado como Unidad Criterio de calidad
Aceites y grasas Pelicula Visible Ausencia
Aluminio Al mg/L 5,0
Arsénico As mg/L 0,1
Berilio Be mg/L 0,1
Boro B mg/L 0,75
Cadmio Cd mg/L 0,05
Cinc Zn mg/L 2,0
Cobalto Co mg/L 0,01
Cobre Cu mg/L 0,2
Coliformes fecales NMP NMP/100ml 1000
Cromo Cr+6 mg/L 0,1
Fluor F mg/L 1,0
Hierro Fe mg/L 5,0
Huevos de parasitos Ausencia
Litio Li mg/L 2,5
Materia flotante Visible Ausencia
Mercurio Hg mg/L 0,001
Manganeso Mn mg/L 0,2
Molibdeno Mo mg/L 0,01
Niquel Ni mg/L 0,2
Nitritos NO> mg/L 0,5
Oxigeno Disuelto oD mg/L 3

pH pH 6- 9
Plomo Pb mg/L 5,0
Selenio Se mg/L 0,02
Sulfatos S04 - 2 mg/L 250
Vanadio \Y mg/L 0,1
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Anexo 3 Parametros de los niveles de la calidad de agua para riego.

Tabla 4 Parametros de los niveles de la calidad de agua para riego.

Problema potencial Unidades Grado de restriccion *

Ninguno  Ligero- Severo
Moderado

Salinidad: (1)

CE (2) milimhos/cm 0,7 0,7-3,0 >3,0

SDT (3) mg/L 450 450-2000 >2000

Infiltracion: (4)

RAS=0-3yCE= 0,7 0,7-0,2 <0,2

RAS=3-6yCE= 1,2 1,2-0,3 <0,3

RAS=6-12yCE= 1,9 1,9-0,5 <0,5

RAS=12-20yCE= 2,9 2,9-1,3 <1,3

RAS=20-40YCE= 5 5,0-2,9 <2,9

Toxicidad por iones especificos (5)

Sodio:

Irrigacion superficial RAS (6) meqg/L 3 3,0-9,0 >9

Aspersion meq/L 3 3

Cloruros:

Irrigacion superficial meqg/L 4 4,0-10,0 >10

Aspersion meq/L 3 3

Boro: mg/L 0,7 0,7-3,0 >3

Efectos miscelaneos (7)

Nitrogeno (N-NO3-) mg/L 5 5,0-30,0 >30

Bicarbonato (HCO3-) Solo aspersion meq/L 1,5 1,5-8,5 >8,5

pH Rango normal 6,5-8,4

* Es el grado de limitacion, que indica el rango de factibilidad para el uso del agua

(1) Afecta a la disponibilidad de agua para los cultivos

(2) CE = Conductividad eléctrica del agua de regadio (1milimhos/cm=1000micromh
(3) SDT = Sélidos disueltos totales

(4) Afecta a la tasa de infiltracion del agua en el suelo

(5) Afecta a la sensibilidad de los cultivos

(6) RAS, relacion de absorcion de sodio ajustada

(7) Afecta a los cultivos susceptibles
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Anexo 5: Recoleccion de muestras

UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
INGENIERIA AMBIENTAL

Anexo 5

Recoleccion de muestras para la
Descripcion: | evaluacion de la calidad de Agua de | Fecha: | 19/01/2022

uso Agricola y consumo Humano.

Fotografia 1: Materiales para la recoleccion de | Fotografia 2: Recipientes para el transporte
muestras. de muestras.

Fotografia 5: Incorporacion de soluciones (Preservante)

Elaborado por: | A. Huisha & D. Pichucho, 2022
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UNIVERSIDAD TE’CNICA DE COTOPAXI
INGENIERIA AMBIENTAL

| anwme |

Descripcion:

Equipos/Materiales y Reactivos para el
medio de cultivo (Agar Nutritivo).

Fecha; | 10/02/2022

Fotografia 6: Agar nutritivo — Agar MacConkey

TH T

Fotografia 8: Matraces

Fotografia 9: Cajas Petri
destilada y guantes.

estériles, Agua

Fotografia 10: Autoclave — Balanza de precision — Estufa secadora — Cabina laminar

| Elaborado por: | A. Huisha & D. Pichucho, 2022
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Anexo 7: Preparacion para el medio de cultivo (Agar Nutritivo)

UNIVERSIDAD TE’CNICA DE COTOPAXI

INGENIERIA AMBIENTAL
Procedimiento para el medio de cultivo
(Agar Nutritivo).

Descripcion: Fecha: | 10/02/2022

.

Fotografia 11: Pesaje del agar nutritivo Fotografia 12: Mezcla del agar con agua
destilada

Fotografia 15: Vertido del medio de cultivo en las cajas Petri

| Elaborado por: | A. Huisha & D. Pichucho, 2022
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Anexo 8: Siembra de la muestra madre - Diluciones seriadas.

UNIVERSIDAD TE’CNICA DE COTOPAXI
INGENIERIA AMBIENTAL

| e |

Descripcion: | por estrias.

relevantes

Cultivo en medio soélido — Siembra en
placas — Diluciones seriadas — Siembra

Identificacion de las bacterias macro mas

Fecha: | 11/02/2022

Fotografia 16: Recoleccion de muestra de agua

Fotografia 17: Conservacion y transporte de las
muestras

u"wwf

Fotografia 19: Siembra de microorganismos

Fotografia 20: Crecimiento de colonias

caracteristicas

| Elaborado por: | A. Huisha & D. Pichucho, 2022
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Anexo 9: Siembra de microorganismos en Agar nutritivo

UNIVERSIDAD TE’CNICA DE COTOPAXI
INGENIERIA AMBIENTAL

Preparacion del medio de cultivo solido.
Descripcion: | Siembra de colonias relevantes en Agar | Fecha:
Nutritivo.

17/02/2022
18/02/2022

Fotografia 24: Sellado de cajas Petri y almacenamiento

_ A. Huisha & D. Pichucho, 2022
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Anexo 10: Tincion de Gram

UNIVERSIDAD TE,CNICA DE COTOPAXI

INGENIERIA AMBIENTAL
Materiales para tincion de Gram.
Pr_ocedlmn_anto para la |dent|f|ca0|qn Fecha: | 24/02/2022
microscopica en base a la metodologia

del autor.

Descripcion:

Fotografia 28: Frotis de la muestra en el
portaobjetos

Fotografia 29: Frotis al calor para fijar la muestra

| Elaborado por: | A. Huisha & D. Pichucho, 2022
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UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI

INGENIERIA AMBIENTAL

Descripcién: . L
P microscopica

Materiales para tincion de Gram.
Procedimiento para la identificacion Fecha: | 24/02/2022
en base a la

metodologia del autor.

Fotografia 29: Colocacion de Azul de metileno y

lavado

{‘«:1’

AL a

Fotografia 31: Colocacion de Alcohol acetona y
lavado

Foteréﬁa 32: Coloc

acion de Safranina y lavado

v O LA

Fotografia 33: Identificacion microscopica de bacterias Gram +y Gram -

|_Elaborado por: | A. Huisha & D. Pichucho, 2022




Anexo 12 Informe de resultados de los parametros fisicoquimicos — Primer analisis.

"

LANCAS
Laboratorio Nacional de Calidad de
Aguas ¥ Sedimentos

INFORME DE RESULTADOS
RC38-06 N°. 22-022
Pag.1de 3
USUARIO: Daysi Pichucho
PERSONA DE CONTACTO: Daysi Pichucho
DIRECCION: Latacunga
TELEFONO CONVENCIONAL / CELULAR: | No Reporta | 0995748610 IEmaiI: | Daysi.pichucho6715@utc.edu.ec
METODO DE MUESTREO: No Aplica
FECHA Y HORA DE RECEPCION DE LAS
MUESTRAS: 19/1/2022 16H25 oT: 22-005
LUGAR DE ANALISIS: LANCAS: Nuriez de Vela N36-15 y Corea
FECHA DE ANALISIS: 19/1/2022 a 27/1/2022
FECHA DE EMISION DEL INFORME: 28/1/2022
INFORMACION DE LA MUESTRA:
Cédigo del Lugarde |[Fechade | Horade
90 Matriz Identificacion o Codigo toma de toma de | tomade Coordenadas
laboratorio
muestra muestra | muestra
-78.7234127
-22- . Pucuhuaycu
M-22-022 Agua Natural Punto 3 Q ycu| 19/1/2021| 10H42 -0.7994679

Observaciones / Condicion de recepcion de la muestra

La muestra para Oxigeno Disuelto presenta burbuja

REFERENCIAS Y OBSERVACIONES:

“Laboratorio de ensayo acreditado por el SAE con acreditacion N° SAE LEN 15-005"
El informe no podra ser reproducido total ni parcialmente, salvo autorizacién escrita de LANCAS.
Los resultados solo se refieren a las muestras analizadas. LANCAS declina toda responsabilidad por el uso de los

resultados aqui presentados.

Este informe no es vélido sin la firma del Coordinador de Laboratorio y el sello de LANCAS.
El laboratorio se hace responsable de toda la informacién suministrada en el informe, excepto de la informacién
proporcionada por el usuario. (Los datos proporcionados por el usuario se muestran en gris).

Los resultados se aplican a la muestra tal como se recibié. LANCAS declina toda responsabilidad por el muestreo externo

realizado.

Lancas no realizara declaraciones de conformidad con una especificacion o la norma y la regla de decisién.

NR: No Reporta
NA: No Aplica

Autorizado por:

Dra. Jeaneth Cartagena

Coordinador de Laboratorio

Direccion: Ifiaquito N36-14 y Corea - Teléfonos: 3971-100, ext. 1201, 1202.

Email:Icartagena@inamhi.gob.ec
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Laboratorio Nucional de Calidad de
Aguas ¥ Sedimentos

RC38-06

Parametros

pH

Arsénico
Manganeso
Sulfatos

Oxigeno Disuelto

Coliformes fecales

INFORME DE RESULTADOS

Método Interno
LANCAS

PEO1

PE0O4

PE30

PE45

PE46

PEMIi02

REFERENCIAS Y OBSERVACIONES:
"@ | os valores reportados se encuentran fuera del alcance de Acreditacion del SAE”
"™ | os resultados de ensayo podrian estar afectados por condiciones de recepcion de la muestra”

Método de Referencia

Standard Methods Ed 23,
2017.4500 H' B
Standard Methods Ed 23,
2017. 3114 B Modificado
Standard Methods Ed 23,
2017.3111B

HACH No 8051 12/99 7 ed
Standard Methods Ed 23, |

2017. 4500-0 C
Standard Methods Ed 23,
2017. 9221 E 1 Modificado

3 i
¢ l:*' V. S ——
torizado por:
Dra. Jeaneth Cartagena
cm@fém Laboratorio
Miid

;g-xN\
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N°. 22-022
Pag. 2de3
Unidades Valor
UpH 7,83
ug/L 3,993@
mg/L 0,062
mg/L 16,92
mg/L 3,25!"
NMP/100 ml 78,0
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Autorizado par:

Dra, Jeansih Cantagena
Coordifi§dar de Laborgtorio
BiNARMEL
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Anexo 13 Informe de resultados de los parametros fisicoquimicos — Segundo analisis

"
EINAMHI

sei L g

LANCAN

Lshoratoris Naciens] d Calidsd de
Aguas v Needime nies

INFORME DE RESULTADOS

RE38-06 W®. 22-062
Pag. 1de3
USUARIO: Geomayra Call
PERSONA DE CONTACTO: Geomayra Cal
DIRECCION: el
TELEFONO CONVENCIONAL /| CELULAR: | Mo Reporta I 09THZETIST IErndl: [ geomayra.cali3088 e edu.ec
METODO DE MUESTREO: Mo Aplica
FECHA ¥ HORA DE RECEPCION DE LAS
MUESTRAS: 231032022 16H30 ar: 2030
LUGAR DE ANALISIS: LANCAS: Mdfez de Vela N36-15 y Corea
FECHA DE ANALISIS: 23032022 a DEO2022
FECHA DE EMISION DEL INFORME: 28003 2022
INFORMACION DE LA MUESTRA:
Céadigo del Lugar de | Fecha de | Hora de
\ *:M Matriz | Identificacién o Cédigo | tomade | toma de |tomade Cosrdenadas
shortario muestra__| muestra | muestra
M-22-062 Agua Matural F3 Planchaloma Latacunga | zawaeozz | 13H22 Mo Reporta
Observaciones | Condiclén de recepcién de la muestra
Mo Aplica

REFERENCIAS Y OBSERVACIONES:

L abovatonio de ensayo acreditacs por 8l SAE con acreditecidn N® SAE LEN 15-005°

El informe no podrs ser reprocucido fodsl ni parcialments, salvo aulonzackin escrita de LANCAS.

Los resuitados sodo se refieren a las muestras sanalizsdas. LANCAS declina fods responsabiidad por &l uso de los
resuiipoos squi presenfados.

Este informe no es wildo sin is firma del Coordinedor ge Laboratonio i el selo de LANCAS.

Ei lshoratovic s hece responssble de lods fa informscidn suminisftreds en el informe, excepdo de ls informacidn
proporcionsds por &l tsuano. (Los dafos propovcionados por & USUARD 88 Muesiran an gns).

Los reswitados se apiicen & /& muestra fal como se recibid. LANCAS decling fods responsahiidad por & mussieo extema
realizedo.

Lancas no realizars declaraciones de conformidad con una especificacitn o la norma y la regle de decisidn.

NR: No Reporta

NA: No Aplica

b ¢

| —— -

Auforizade por
Dra. Jeansth Cartagena
Coordinador de Laboratorio
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a
EINAMHI

PRI HACey, D AR TR xR
LANC AR

L shorslaris Yacions] di Calidad i
Aguns v Spdlmbenies

INFORME DE RESULTADOS

RC38-08 N®. 22-082
Pag. 2de 3
] Método Intermo ; R
Parametros LANCAS Método de Referencia Unidades Valor
.. Standard Methods BEd 23, o
Arsénico PED4 3017 3114 B Modifzado uglL 750,970
Standard Methods BEd 23,
Manganeso PE3D 3017 3111 B mg/L 0,165
Sulfatos. PE4S HACH Mo 8051 12/90 7 ed mg/L 11,75
; . Standard Methods Ed 23,
Omigeno Disuelto PE4& 2017 4500-0 C mg/L 5.03
) ' Standard Methods Ed 23,
Coliformes fecales PEMI02 2017, 6294 E 1 Modificads MMP/100 mi 33,0

REFERENCIAS ¥ OBSERVACIOMNES:
"Ml } ps valores reporiados se encuentran fuera dal alcance de Acreditacién del SAE”

Autorizado por.
Dra. Jeansth Caragena
Coordinador de Laboratario
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EINAMHI

L s

res—"

S bwma e 4

INFORME DE RESULTADOS

RCI8-06 H". 22062
Pag. 363
VALORES DE INCERTIDUMBRE
MATRIZ ENSAYD ey NIVEL 1 MIVEL 2 MIVEL 3 NIVEL 4 HIVEL S MIVEL & MIVELT
TRABAID
Arsanics 648 L B ARH gL £ 2315 % | BBStugl 1 ITATOW | B4 Pz 18500 | 1 Sfuglz B EREN. L4
Mitratos {1.67-71,18) g Tl bt | Sfimpledfef | l04dmpleZeas | T ifmgleiden
Mitrilos 02434 930 mgl O243mgl z 1L T % SAOmgl s TATA R 1846mgl = 1 A8 A93mellz 1A%
Cobre MAR3-2.981 ) mgl 0AsImgl x 17% | OFHmpl 210212 % | O0854mpl £+ 2050 % 148l s S819 % | 20 Imgl 414 %
mm.’ Coliod Aparants (44419} P-Ca R e+l % 130M-Co 2 13% 4TM-Coz TS
Fasitual y De
[Ty Color Raal ad-dac| P-Co ailo = 1Moz 1T w48PCo T
TPH Qfmglr24S1 | fdmplrSfis | Lizmgl:9fSh | 4Mmplridgen | 18z %
Fluoruros 10.50-1 nel 0.50mgl t 278 % 080mgl 2 13, 44 % 140mgL £ 3.00 %
Terbides (0 909 33 NTU 09ENTUz B4 % 384 NT M N 000 NTU 2 384 % 20T 8 NTL: 274 % WERISNTU I RS
Cloro Litwo Rasidual 00738 gl Offrmgl £ 2030% | DSSmgls1224% e Ofmgle 11,5% 2Amgl 2 1% P
e {888 0 LiH SEilipH: e | ESflpHe 180 | AOTUPMO2BM | &9 Lpeeoien
Conduct ividad {7 35855 B) ufic omt 4.3 % M 2uSem t S0% 11308em 5% 11045 uSiemn £ 0.7% BASS B uiomi 4.1%
Fedforn Total 05422 870) mgl. O542mgl & 28T % A20mgl £ 5207 %
Clofuros 155 0 08 maL. SS4mpl 1 DB % ATl x 187 % 1 Fimgilz 132 % TE A2l i DD % | WOEN D8mgl 1 1 KD N
Dureza Total (103752 58 mag. fimal e 5544 | A1Mmglelieh | MAOimgle3 10N | 4T Stmgl:0Tid | TAESSmglenT4n
Dureza Cilkcica 13505, 48 gL Bfdmglz 11,1t | 37 aemgl e gz 1,12 % | 297 9fmgl 1130 % | 2 4bmgl £ 041 %
Alcalinkdad Total 117, 58500 50 mgil. 1738 mgi 2 11.08% HESmgl 1M %
Hllrbgmlmwu] 2,710mgl x 27 Oramglz S8
Hiome 103mpl + 1455 % & Smgd EE% S4mgl 255 %
2.:«“ 56.T) gL 197 1mgll £ 11.7% S138ngl £ 5.5 % Mgl i SE% | MBS TmpLids N
DE0s 3386 A7) mrl 4 Sz TR % | 51 STmgi s 1268 % | 12 36mgl s 1095 % | 434 1Fmgl £11,25 % |13 AfmgLx 282 %
H.hgumo 0, H40-1.017) mgl 0,140 mpls 24504 % S51Gmgil 2 5240 % 10TTmgl £ 4845 %
Cadmio 0, HE-1.080) mgl O, MEmgl + 27 W0 % asdmgl z L 1/ 080mgil. 2 4,008 %
mw-. Soliges Totales 1 Ay U BmgiL
Residual Carlesis A3Imgl £ 90 1% 1493mgl 2 88% 40 53mpl £ 1.17% 1MS4dmgl = 1.33% | H1087mgl £ 183%
Potasio 2,%mgl £ 1 Bl 2 8.30% Smgl t FAT% 49 mgl 1 2 TI%
Magrsin Mnpl: MA | 2500mal s 22EPR | 402Gegl £ B2TN
Sadio Blimgleisgrs | Mlomglearin | 43Simpleiste 5 B4 = 2.70%
Sikea (12,80.79,5) gL 12 Bmgl s 440N | 22, Tomgls 1500 | G AtmglshEde | EiSimglriin | FhiomgisiiEe

Bilides suspandides

(84, 74T50.7) gL

& Tmgl 1 M

7 Bemgll & 114%

1882 oL £ 9.0%

ST Argl & 15%

4TS Pmgl £ 21%

DO0

15

gL

mgil & 8%

smgil s 11%

gL £ S%

10Impl 3 %

3Emgll £ %

Zine LiHmgL s28500% | 0.57Pmpl & 10.000% | OASTmGL £ 4291% LiS P | 7rHMmpl 2 4104%
Cubieteds Disasills 1. 30mpl 2 B0 S13mgl = 10,088
Foslalos 960,707 mgL DoemgL £ 28, 75% | 2310mpL x 14.024% Trmigil £ 4,74%

Sullates con mactive
HACH

(808-20,000) gL

ST & 2581%

1545mgl £ 953%

B SAmglL £ 1,50%

Acailes y Grasas por

4 0-5T8.0) gl

HAngl : 2155

102.8mgl & AN

Impl 1 19.4%

S EmglL & M AN

Gravimuiria
Tanseactives Obmgl + 2006% | DSimpl r SN Ofimgi = 160V | Ofe;plriBdPE | 128mghruise | 1domgiziifen | 24 Fimpl:13de
SulliFss 08l & 25 413% | 05MmpL £19.081% | 1ATEmgl 1 95T | TEIImpLEAATIN

REFERENCIAE ¥ DBSERVACIONES:
Nitrucn 7 AP SO Sxpremadar coma WO NDE-N nesssctuameny
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Anexo 14 Aval del Traductor



