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RESUMEN

La presencia de arsénico en agua se ha convertido en un problema a nivel global debido
a que millones de personas se encuentran expuestas a arsenico en agua de consumo y
para fines agropecuarios. Esta investigacion tiene como objetivo establecer la
trazabilidad microbiolégica de enterobacterias en sitios poco monitoreados Yy
contaminados con arsénico proveniente de fuentes naturales entre los 3600 y 3700
m.s.n.m en la parroquia de Toacaso, en la quebrada Talahuachana en el punto ubicado a
3623 m.s.n.m. en las coordenadas -0.718646 latitud sur y -78.733882 de longitud oeste.
En la caracterizacion biofisica de la zona se consider6 el clima, la temperatura, la
precipitacion e hidrogeologia. Los resultados de los analisis fisicoquimicos del
laboratorio fueron comparados con los parametros de la normativa ecuatoriana. La
relacion entre presencia de enterobacterias con concentraciones de arsénico en el agua
se realizd mediante cultivos de bacterias en agar macconkey. El suelo de la zona de
estudio tiene origen volcanico con presencia de arsénico, bajo un clima mesotérmico
templado frio, con pendientes moderadas y suelos limosos que facilitan la movilidad del
arsénico a sitios de menor altura por medio de las precipitaciones, afectando a las
concentraciones de arsénico y colonias bacterianas en el agua. Los parametros
fisicoquimicos de la quebrada Talahuachana que sobrepasan los limites maximos
permisibles establecidas en el Acuerdo Ministerial 097 - A son manganeso y oxigeno
disuelto, en el caso del arsénico sobre pasa las concentraciones establecidas por la
Organizacion Mundial de la Salud y la norma INEN 1108 sexta revisién. Por altimo, la
relacién establecida entre enterobacterias y arsénico, se visualiza que las enterobacterias
y otros tipos de microorganismos son resistentes al arsénico, ya que, de acuerdo a las
caracteristicas observadas en el medio de cultivo y tincion de Gram, posiblemente una
de ellas pertenece a la familia Escherichia, ademéas de otros tipos de bacterias Gram
negativo. Concluyendo que el agua en la quebrada Talahuachana no deberia ser
consumida por el ser humano, ni para uso agricultura por su concentracion de arsénico y
manganeso que sobrepasa las normas internacionales y ecuatorianas, ademas de la
existencia de enterobacterias.

Palabras claves: Arsénico, Enterobacterias, Geologia, Trazabilidad microbiana.
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TITLE: “MICROBIOLOGICAL TRACEABILITY OF ENTEROBACTERIA AT
LITTLE MONITORED AND CONTAMINATED SITES WITH ARSENIC
FROM NATURAL SOURCES BETWEEN 3600 AND 3700 M.AS.L. IN
TOACASO PARISH”

AUTHORS: Rueda Santo Tatiana Lisseth
Dennis Paul Villegas Pazmifio

ABSTRACT

The presence of arsenic in water has become into a global problem because millions of
people are exposed to arsenic when they drink water and for agricultural purposes. This
research aims to establish microbiological traceability of enterobacteria in poorly
monitored contaminated sites with arsenic from natural sources between 3,600 and
3,700 m.o.s.l. in Toacaso parish, Talahuachana ravine at a point located at 3,623 m.a.s.l.
coordinates -0.718646 south latitude and -78.733882 west longitude. On biophysical
characterization of the area, the climate, temperature, precipitation and hydrogeology
were considered. The results of physicochemical laboratory analyzes were compared
with Ecuadorian regulations parameters. The relationship between the presence of
enterobacteria and arsenic concentrations into water was carried out by bacterial
cultures in Macconkey agar. The study area soil has volcanic origin with arsenic
presence, under a cold temperate mesothermal climate, with moderate slopes and silty
soils that facilitate arsenic mobility to lower altitude sites through precipitation,
affecting arsenic concentrations and bacterial colonies. The physicochemical parameters
of Talahuachana stream that exceed maximum permissible limits established at
Ministerial Agreement 097 - A are manganese and dissolved oxygen, in the case of
arsenic it exceeds the established concentrations by the World Health Organization and
INEN 1108 sixth standard revision. Finally, the established relationship between
enterobacteria and arsenic shows enterobacteria and other types of microorganisms are
resistant to arsenic, according to observed characteristics at culture medium and Gram
stain, possibly one of them belongs to Escherichia family, as well as other types of
Gram negative bacteria. Concluding that water in Talahuachana stream should not be
consumed by humans, nor for agricultural use due to its arsenic concentration and
manganese that exceeds international and Ecuadorian standards, in addition to
enterobacteria existence.

Keywords: Arsenic, Enterobacteriaceae, Geology, Microbial traceability.
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2. RESUMEN DEL PROYECTO

La presencia de arsénico en agua se ha convertido en un problema a nivel global debido
a que millones de personas se encuentran expuestas a arsénico en agua de consumo y
para fines agropecuarios. Esta investigacion tiene como objetivo establecer la
trazabilidad microbiolégica de enterobacterias en sitios poco monitoreados Yy
contaminados con arsénico proveniente de fuentes naturales entre los 3600 y 3700
m.s.n.m en la parroquia de Toacaso, en la quebrada Talahuanchana en el punto ubicado
a 3623 m.s.n.m. en las coordenadas -0.718646 latitud sur y -78.733882 de longitud
oeste. En la caracterizacion biofisica de la zona se considero el clima, la temperatura, la
precipitacién e hidrogeologia. Los resultados de los anélisis fisicoquimicos del
laboratorio fueron comparados con los parametros de la normativa ecuatoriana. La
relacién entre la presencia de enterobacterias con concentraciones de arsénico en el agua
se realizd mediante cultivos de bacterias en agar macconkey. El suelo de la zona de
estudio tiene origen volcanico con presencia de arsénico, bajo un clima mesotérmico
templado frio, con pendientes moderadas y suelos limosos que facilitan la movilidad del
arsénico a sitios de menor altura por medio de las precipitaciones, afectando a las
concentraciones de arsénico y colonias bacterianas en el agua. Los parametros
fisicoquimicos de la quebrada Talahuanchana que sobrepasan los limites maximos
permisibles establecidas en el Acuerdo Ministerial 097 - A son manganeso y oxigeno
disuelto, en el caso del arsénico sobre pasa las concentraciones establecidas por la
Organizacion Mundial de la Salud y la norma INEN 1108 sexta revision. Por dltimo, la
relacion establecida entre enterobacterias y arsénico, se visualiza que las enterobacterias
y otros tipos de microorganismos son resistentes al arsénico, ya que, de acuerdo a las
caracteristicas observadas en el medio de cultivo y tincion de Gram, posiblemente una
de ellas pertenece a la familia Escherichia, entre otras bacterias Gram negativo.
Concluyendo que el agua en la quebrada Talahuachana no deberia ser consumida por el
ser humano, ni para uso agricola por su concentracion de arsénico y manganeso que
sobrepasa las normas internacionales y ecuatorianas, ademas de la existencia de

enterobacterias.

Palabras claves: Arsénico, Enterobacterias, Geologia, Trazabilidad microbiana.



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Actualmente la contaminacion del recurso hidrico es una preocupacion a nivel mundial,
puesto que la contaminacion por metales pesados ha generado que miles de personas
mueran al consumir agua contaminada. La mayor parte del Ecuador consume agua
proveniente de fuentes naturales, las mismas que tienen presencia de arsénico (As)
como es el caso de las aguas subterrdneas pertenecientes a los Illinizas, considerando
que el As es un elemento altamente toxico debido a que su forma de dispersion en el

ambiente es rapida, siendo capaz de generar problemas de salud a corto y largo plazo.

En la parroguia de Toacaso de la provincia de Cotopaxi, la geoquimica del sector hace
que la probabilidad de la presencia de As sea muy alta porque la liberacion de dicho
metal a suelos y acuiferos se debe a la presencia de actividad volcénica pues se
encuentra cerca de los Illinizas que es un estratovolcan por lo que se hace necesario el

monitoreo de los efluentes de dicha region.

Ademaés del control de microorganismos perjudiciales para la salud humana, ya que la
mayor actividad econémica de la parroquia es la ganaderia y la agricultura por lo cual
los desechos fecales de los animales son arrastrados por aguas lluvias al sistema hidrico

del sector.

La presente investigacion se ha orientado con el fin de poder determinar el nivel de
concentracion de As presente en la quebrada Talahuachana en el mes de enero, como
también la identificacion de enterobacterias a una altura de 3623 m.s.n.m, para asi poder
desarrollar técnicas de biorremediacién que ayuden a mejorar la calidad del recurso
hidrico, considerando que el agua de dicho sector es utilizada para consumo humano y

riego agricola.
4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

Los beneficios que presenta el proyecto de investigacion son favorables para la
poblacion cercana a la zona de estudio, que se encuentra en las faldas del volcan llinizas

y del canton Latacunga.



Tabla 1l

Beneficiarios del proyecto

Beneficiarios Directos

Poblacion de la Parroquia de | Hombres: 4200

Toacaso Mujeres: 4434

Total: 8634
Beneficiarios Indirectos

Poblacion del Canton | Hombres: 82301

Latacunga Mujeres: 88188

Total: 170489

Fuente: (INEC-2010 y GADPR-T2015)
5. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La presencia de As en agua se ha convertido en la mayor problematica existente a nivel
global debido a que aproximadamente 4.8 millones de personas se encuentran expuestas
a As en agua de consumo y para fines agropecuarios. El agua es uno de los medios de
transporte mas importantes en el que el As ingresa al cuerpo humano, causando asi
dafios irreversibles a la salud debido a que es considerado un cancerigeno de clase I,
(Fonseca, Ruiz, & Llugsha, 2020).

El As a su vez es un elemento quimico altamente toxico y se encuentra presente en el
ecosistema de forma natural en aguas subterraneas, actividad bioldgica, emisiones
volcéanicas, depdsitos minerales hidrotermales y aguas geotermales, que agrupadas
hacen que la contaminacion del agua por As sea un problema global, masivo para la

salud y el medio ambiente, (Campafa & Chicaiza, 2020).

La parroguia de Toacaso cuenta con agua natural proveniente de los Illinizas, las
mismas que se encuentran contaminadas con As. Estas aguas son utilizadas no solo para
fines agropecuarios, riego de cultivos de hortalizas, papas y pastos, sino también como
agua destinada para consumo humano, lo que hace que el problema de ingerir agua
contaminada se agrande mucho mas afectando asi a todo el reino animal y vegetal, por
lo que la comunidad muestra preocupacion a causa de la presencia de As en las aguas y
afirma que al beber esta agua los animales mueren, debido a las concentraciones de As
presentes en los efluentes que a su vez causan enfermedades a los moradores del sector,
(Imbago & Oria, 2019).

Cabe recalcar que la parroquia de Toacaso se caracteriza por realizar actividad ganadera

lo que ha generado que exista la presencia de microorganismos en el agua, se debe que




el agua lluvia acarrea restos de heces y orina por parte del ganado y caballos que se
encuentran en las riveras de la quebrada, generando asi una contaminacion directa al
recurso hidrico y la propagacion del medio contaminado a toda la poblacion lo cual es

perjudicial para la salud.
6. OBJETIVOS
6.1.1. Objetivo General

Establecer la trazabilidad microbioldgica de enterobacterias en sitios poco monitoreados
y contaminados con arsénico proveniente de fuentes naturales entre los 3600 y 3700

m.s.n.m en la parroquia de Toacaso.
6.1.2. Objetivos Especificos
» Realizar la caracterizacion biofisica del piso altitudinal entre 3600 y 3700 m.s.n.m.

» Determinar la concentracion de arsénico y calidad de agua en la quebrada

Talahuachana.

> Establecer la relacion entre presencia de enterobacterias con concentraciones de

arsenico en el agua a una elevacién de 3623 m.s.n.m.

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

En relacion a los objetivos especificos planteados tenemos las actividades, la
metodologia y el resultado resumido de como se realizo las diferentes diligencias.

Tabla 2
Objetivos y Actividades
Objetivos Actividades Metodologia Resultado
. Realizacion del

O1. Realizar la Elaboracion de o

. analisis de L
caracterizacion mapas de _ Caracterizacion

e . o modelamiento y L
biofisica del piso ubicacion y o biofisica de la
altitudinal entre 3600 | propiedades resultados zona de
o cartograficos con las
y 3700 m.s.n.m. biofisicas de la _ muestreo.
_ herramientas
zona de estudio. | .
informaticas SIG.




O2. Determinar la
concentracion de
, . . Realizar el
arsenico y la calidad Concentracion
del | muestreo de . ] .
el agua en la Analisis de laboratorio | de arsénico en
agua en la zona
quebrada el agua.
de estudio.
Talahuachana.
> 3. Establecer la
relacion entre
presencia de
. Establecer el
enterobacterias Elaborar medios
) o tipo de
con de cultivo, Reconocimiento de _
: _ ) _ enterobacteria
concentraciones aislamiento de bacterias en el )
, . | ) ) que existen en
de arsenico en e bacterias y laboratorio
o el agua donde
aguaauna tincion de Gram.
., se muestreo.
elevacioén de 3623
m.s.n.m.

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
8. FUNDAMENTACION CIENTIFICA
8.1. Recurso hidrico

Los recursos hidricos son depoésitos e insumos de agua dulce que se encuentran en
distintos estados fisicos y estan disponibles o potencialmente disponibles, y a su vez
pueden ser utilizados por el ser humano para satisfacer ciertas necesidades. Se trata de
uno de los recursos naturales mas grandes del planeta Tierra, considerando que es un
recurso indispensable no solo para el sostén de la vida, sino también para la

conservacién del balance fisico-quimico del planeta (Bonilla & Ronquillo, 2014).

8.1.1. Fuentes de contaminacion

La contaminacion se ha convertido en un problema visible y cotidiano. Las actividades

industriales de destino orden y las aguas servidas que se arrojan desde las ciudades sin



ningun tratamiento, son las mayores fuentes de contaminacion de los recursos hidricos.

A esto se le aflade la convivencia con animales de pastoreo junto a las fuentes y a

précticas inadecuadas de uso (Isch, 2011).

Las principales causas de la contaminacion hidrica son las siguientes:

Fuentes naturales: Depende el terreno por el que atraviesa el agua puede
contener componentes de origen natural procedentes del contacto con la
atmosfera y el suelo como por ejemplo sales minerales, calcio, magnesio, hierro,
entre otros. Este tipo de contaminacion se puede identificar y eliminar
facilmente (Mena, 2020).

Fuentes artificiales: Es aquella producida como consecuencia de las diferentes
actividades humanas y el desarrollo industrial, provocando la presencia de

componentes peligrosos para el medio ambiente en general (Mena, 2020).

También pueden tener diferentes origenes como:

Origen industrial: Son liquidos generados en los procesos industriales, que
tienen caracteristicas especificas conforme el tipo de industria, por lo tanto,
pueden contener gran variedad de elementos como; solventes, grasas, metales,

barros, colorantes, etc. Es decir que su peligrosidad es variable (Poveda, 2014).

Origen domeéstico: Son aquellas de origen residencial y comercial (bafios,
cocinas, lavanderias, etc.) que contienen desechos fisioldgicos, entre otros,
provenientes de la actividad humana. Consisten basicamente en residuos
humanos que llega a redes de alcantarillado por medio de descargas de
instalaciones hidraulicas de la edificacion también en residuos originados en

establecimientos comerciales, publicos y similares (Blazquez & Montero, 2010).

Origen agricola: Constituyen una mezcla de aguas de riego de las tierras y el
manejo de ganado. Por lo general las aguas en uso agricola contienen grandes
cantidades de nitritos, fosfatos y compuestos de amonio, que se da por el uso de
fertilizantes. “Ademas estas aguas al recoger los residuos de ganado, van a estar

fuertemente cargadas de material fecal” (Aragon & Morales, 2020).

Origen pluvial: Al llover el agua arrastra toda suciedad que encuentra a su paso

y que puede darse en cualquiera de los tres casos anteriores. En las ciudades esta



agua arrastra aceites, materia organica y diferentes contaminantes de la
atmosfera, en el campo arrastran pesticidas, abono, etc., y en zonas industriales

arrastra sustancias que se han caido sobre el terreno (IAGUA, 2022).

e Origen fluvial: En rutas de navegacion los vertidos de petroleo, accidentes

provocan dafios ecologicos (IAGUA, 2022).

8.2. Metales pesados

Los metales pesados se encuentran en la biosfera, distribuidos por la corteza terrestre en
pequefias cantidades, por diferentes motivos estos pueden acrecentar su concentracion
en ciertas zonas, ya sea por ciertas condiciones ambientales o por intervencién humana
los metales pesados pueden presentarse en diferentes formas quimicas, por ejemplo,
formando diversos compuestos, cumpliendo su ciclo en las cadenas tréficas o

acumuléandose dentro del medio.

Las altas concentraciones de metales pesados producen contaminacion ambiental
afectando negativamente a la salud y bienestar de los seres vivos ademas degradan los
recursos naturales, se cataloga como metales pesados al plomo, cromo, zinc, cadmio,
plata, arsénico, mercurio y cobre. Por otro lado, los metales pesados pueden ser (tiles
como micronutrientes para la vida de los organismos vivos, pero cuando estos

sobrepasan una cierta concentracion se convierten en toxicos (Navarrete, 2016).

8.3. Arsénico (As)

El As es un elemento muy comun en la atmdsfera, en rocas y suelos, en la hidrosfera y
la biosfera. Es movilizado al medio ambiente a través de una combinacion de procesos
que incluyen tanto procesos naturales (meteorizacion, actividad bioldgica, emisiones
volcanicas), asi como procesos antropogénicos (actividad minera, uso de combustibles
fosiles, uso de pesticidas, herbicidas, desecantes, conservadores de la madera, y uso

como aditivos de piensos) (Lillo, 2002).

El As se puede encontrar en diferentes estados de oxidacion: arseniato As (V), arsenito
As (I11), As elemental (0) y arseniuro As (-111), encontrandose con mas frecuencia en
arsenito y arseniato (Tsai, 2009) . La presencia de As (V) y As (l11), depende de factores
fisicos, quimicos y bioldgicos, en este ultimo los microorganismos juegan un papel

fundamental, ya que muchas bacterias son capaces de transformar As (lll) a As (V) y



viceversa, como un mecanismo de defensa de algunas especies de bacterias (Lillo,
2002).

8.3.1. Arsénico en el agua

Una de las sustancias liquidas méas importantes es el agua que a través de esta el
arsénico entra en el cuerpo humano. El arsénico puede estar disponible en el agua en
estados de oxidacion variables (+5, +3, 0, -3) y puede coexistir en el entorno con otros
metales como (Fe, Cu, Ni, Zn, entre otros) y minerales de sulfuro u oxido (Mondal &
Mohanty, 2006).

La presencia del arsénico en el agua por disolucion natural de mineral de depositos
geoldgicos, la descarga de los efluentes industriales y la sedimentacion atmosférica. En
aguas superficiales con alto contenido de oxigeno, la especie mas comun es el
pentavalente o arseniato (As V). Bajo condiciones de reduccion, generalmente en los
sedimentos de los lagos o aguas subterraneas, predomina el arsénico trivalente o
arsenito, (As Il1) (Cabrera, Pinos, & Pulla, 2010).

8.3.2. Origen del arsénico por contaminacion natural

La geologia determina el contenido de arsénico, en la actividad volcanica se introduce el
arsenico en la atmésfera en forma de gases, que regresan a la tierra en forma de polvo o
precipitacion. El origen del arsénico es principalmente geogénico. Este se encuentra
presente en las rocas y sus minerales. Es movilizado por desintegracion y lixiviacion de
rocas y procesos geoguimicos naturales (acentuado en muchos lugares por la actividad
minera) y asi liberado al ambiente, siendo el agua subterranea y superficiales el recurso

mas afectado (Alarcon & Benavides, 2013).

8.3.3. Efectos del arsénico al ambiente

La mayor parte de los problemas ambientales del arsénico son el resultado de la
movilizacién por causas naturales (actividad volcéanica, reacciones de degradacion por
la accion de la atmdsfera, actividad biologica), pero otros factores promovidos por la
actividad humana, como la combustion de los combustibles fosiles, la actividad minera,
el uso de fertilizantes y herbicidas en la agricultura, o el uso de aditivos arsenicales en
piensos animales 0 como conservantes de la madera, son responsables de problemas de

contaminacion por arsénico al menos a escala local (Izquierdo & Verastegui, 2017).
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Cuando los procedimientos industriales o actividades volcanicas emiten arsénico a la
atmosfera, el arsénico se une a particulas que el viento transporta y que vuelven a caer
al suelo. Los microbios presentes en suelos y sedimentos también emiten a la atmosfera
sustancias que contienen arsénico. Estos se transforman mas tarde en otros compuestos

de arsénico que vuelven a fijarse en el suelo.

8.3.4. Toxicocinética del arsénico

Se considera al As un contaminante altamente toxico cuando este llega a ser consumido
en cantidades muy elevadas, siendo capaz de generar cuadros criticos en la salud de
quien lo consuma (Marin, 2003). El envenenamiento crénico ocurre con la ingestion
continua de pequefias cantidades de As, durante un periodo largo de tiempo (Manahan,
2007).

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 proceso de biotransformacion, su forma metilada es acumulada en la
piel y en el sistema renal, (Manahan, 2007). La ingestion de As provocando irritacion en
la Membrana géstrica, la concentracion involuntaria de muchos mdusculos,
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 absorcion 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 % (Razé & Velasco, 2015).

8.4. Parametros fisicoquimicos a evaluar

Los parametros fisicoquimicos 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 bioldgicos aportan esta informacion, pero no

sefialan nada acerca del contaminante o los contaminantes responsables, por lo que
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muchos investigadores recomiendan la utilizacion de ambos en la evaluacion del

recurso hidrico (Samboni, Carvajal, & Escobar, 2007).

Ademas, es importante conocer los pardmetros fisicoquimicos del agua, porque
podemos observar el comportamiento del liquido vital como un magnifico disolvente
tanto de compuestos organicos como inorganicos, ya sean de naturaleza polar o apolar;
de forma que podamos encontrarnos en su seno una gran cantidad de sustancias sélidas,
liquidas y gaseosas diferentes que modifican sus propiedades. A su comportamiento
como disolvente hay que afadir su capacidad que se desarrolle vida, que la convierte en
un sistema complejo sobre el que habra que realizar andlisis tanto cualitativos como
cuantitativos con objeto de conocer el tipo de grado de alteracion que ha sufrido, y
consecuentemente como se encuentran modificadas sus propiedades para usos
posteriores (Aznar & Barba, 2000).

8.4.1. pH

El pH en el agua es importante porque los organismos acuaticos requieren un margen
estrecho de valores de pH para realizar su metabolismo, ya que, en los extremos finales
de la escala (2 o 13), ocurren dafios fisicos en el organismo. También, los cambios de
pH pueden alterar la concentracién de otras substancias en el agua modificando el nivel
de toxicidad un claro ejemplo es si existe una disminucion en el pH puede aumentar la
cantidad de mercurio soluble en el agua, por otra parte, si aumenta el pH puede causar la
conversion del amoniaco no toxico a la forma de amoniaco toxico (amoniaco sin
ionizar) (Guachi & Almachi, 2020). EI pH también influye en la solubilidad del As
haciendo que precipite, puede hacer que por el estado de oxidacion que pueda presentar,
sea capaz de sustituir a otros grupos quimicos, cuando el pH es menor a 3 el As (V)
pueda sustituir al SO; 2, cuando el pH es mayor a 3 hasta llegar a tener un valor neutro,
alrededor de 7, se produce la precipitacion de hierro en forma de hidréxidos de hierro,
pero si el pH llega a 9, casi un 4,5%del As total se libera, mientras que un pH de 11 se

libera un 15% de arsénico total (Fernandez, 2015).

Por otra parte, el pH es un factor que influye sobre el crecimiento de microorganismos.
Algunas bacterias generalmente crecen a pH bajos (0,3), sin embargo, el rango éptimo
de pH para las bacterias va de 6,0 hasta 8,5 y solo pocas prefieren un pH mayor de 8,5
(Cervantes & Orihuela, 2017).
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8.4.2. Oxigeno disuelto (OD)

El oxigeno constituye uno de los elementos de mayor importancia en los ecosistemas
acuaticos, ya que su presencia y concentracion definen el tipo de especies que habitan
dentro del agua, pues sobreviven de acuerdo con sus tolerancias y rangos de adaptacion,
y por ende establecen toda estructura y funcionamiento biotico de estos sistemas. Los
organismos Vvivos necesitan oxigeno para mantener su metabolismo, y su captacion se
realiza a través de la respiracion, por lo tanto, cuando existe niveles muy bajos de OD
puede ser indicativo de que existen altas concentraciones bacterianas. Hay que recalcar
que las bacterias anaerobias se desarrollan en ausencia del oxigeno y las bacterias
aerobias requieren de oxigeno para su desarrollo en tanto las bacterias facultativas
anaerobias existen tanto en presencia o ausencia de oxigeno (Cervantes & Orihuela,
2017).

8.4.3. Sulfatos (SO4)

Los sulfatos son muy abundantes en la naturaleza y su presencia en el agua varia en
algunas centenas de miligramos por litro (Bolafios, Cordero, & Araya, 2017). Pueden
derivar de la oxidacion de la pirita y otras formas inorganicas reducidas del azufre
durante la meteorizacion, la mineralizacion del azufre orgénico contenido en el suelo,
lixiviados de minerales de sulfato, el sulfato presente en aguas de lluvia y aguas
geotérmicas (Tulcan, 2020). Ademas, los sulfatos en concentraciones superiores a los
200 mg/L favorecen la corrosion de los metales y cambian el sabor del agua (en menor

medida que los cloruros y carbonatos) (Bolafios, Cordero, & Araya, 2017).

8.4.4. Manganeso (Mn)

El manganeso en altas concentraciones en el cuerpo humano genera alteraciones
emocionales y mentales, motricidad mas descoordinada y lenta, mas conocida como
manganismo, sintomas parecidos al Parkinson (Ramirez & Azcona, 2017). Por otra
parte, la presencia de Mn reduce la biodisponibilidad del As. Esto se debe a que el As
presenta afinidad por los 0xidos de este elemento, con el cual forma complejos. Estas

reacciones reducen la movilidad del As en el suelo (Jiménez & Ramos, 2019).
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8.4.5. Temperatura

Es una propiedad fisica de un sistema en la que se da una transferencia de energia
térmica a calor, entre ese sistema y otros. Las temperaturas elevadas, consecuencia de
descargas de agua calentada, pueden tener un impacto ecoldgico significativo. A
menudo la fuente de aporte hidrico, como en los manantiales profundos, sélo es posible
efectuando medidas de temperatura. El agua fresca es generalmente mas agradable que
el agua caliente. Las elevadas temperaturas favorecen la proliferacion de
microorganismos y pueden agravar los problemas de sabor, olor, color y corrosion
(Cando & Coro, 2019). Relacionando el As con la temperatura de la zona de estudio es
necesario conocer que el As resiste temperaturas frias entre 4°C a 10°C, debido a que
este metal se acumula contaminando el agua (Kinniburgh & Smedley, 2001).

La temperatura es uno de los parametros ambientales mas importantes que condicionan
el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos; la combinacion de bacterias
los hace capaces de sobrevivir en un rango de temperatura de 0 a 65 °C en un tiempo
prolongado (Cervantes & Orihuela, 2017).

8.5. Parametro microbiol6gico

Son los microorganismos indicadores de contaminacién y /o microorganismos
patdgenos para el ser humano analizados en el agua de consumo humano y riego
(Olivarez, 2021).

8.5.1. Coliformes fecales

Los coliformes fecales son una subdivision de los coliformes totales, la presencia de los
primeros pertenece a la Escherichia coli y ciertas especies de Klebsiella. Se los puede
tomar en cuenta también como indicadores de contaminacion fecal, ya que se localizan
casi en su totalidad en las heces de animales homeotermos. La importancia de saber
sobre los coliformes fecales en el agua es que sefiala la presencia de excremento de

animales o desechos de alcantarillas (Arocena & Conde, 1999 ).

8.6. Trazabilidad microbiana

Los microorganismos son criaturas de tamafio microscopico, organizados

principalmente como organismos unicelulares, aunque en algunos casos pueden ser
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multicelulares. Abundan en el entorno natural (agua, suelo, aire, etc.), ademas se

presentan de forma natural en alimentos y animales.

Por lo cual es necesario realizar un rastreo de microorganismos, ya que, en aguas de
consumo humano, agricola no es permitido concentraciones de microorganismos
patdgenos y a su vez establecer una relacion entre los seres vivos microscopicos y su

ecosistema es lo que llamamaos trazabilidad microbiana (Biopharm, 2022).

Teniendo en cuenta el concepto de trazabilidad también se puede definir la trazabilidad
microbiana como los multiples procedimientos y actividades para encontrar una especie
concreta de microorganismos, mediante la creacion de medios cultivos, aislamiento de

microorganismos entre otras metodologias (Mastromonaco, 2015).

Un claro ejemplo es la clasificacion de las cepas de acuerdo como se dispone dentro de

la jerarquia de trazabilidad al origen y relaciones entre si:

e Cultivo de referencia: Término colectivo que se refiere a cepas de referencia;

de reserva y cultivos de trabajo

e Cepas de referencia: Microorganismo definido al menos de nivel de género y
especie, catdlogo y descripcion segun sus caracteristicas, preferiblemente de

origen conocido.

e Cepas de reserva: Cepas idénticas obtenidas mediante un unico subcultivo de

una cepa de referencia suministrada.

e Cepas de trabajo: Subcultivos primarios obtenidos de una cepa de reserva

(Mastroménaco, 2015).

8.7. Microorganismos presentes en el agua

La microbiologia de las aguas para riego agricola es un aspecto para tener muy en
cuenta, debido a la posibilidad de contaminacion por diferentes microorganismos

patdgenos que pueden afectar a la salud de las personas que consumen estos productos.
Los grupos bioldgicos mas importantes a tener en cuenta son los siguientes:

8.7.1. Bacterias

Son protistas unicelulares. Utilizan la materia organica disuelta como alimento, y en

general pueden ser encontradas en cualquier medio en el que exista alimento disponible.
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Su modo de reproduccion es por fision binaria, aunque algunas especies se reproducen

asexualmente o por germinacion.

Existen miles de clasificaciones de bacterias, pero todas caen dentro de tres
clasificaciones generales en relacion a su forma: esféricas, cilindricas y helicoidales.
Son muy variables en tamafio, y su rango esta de los 0.5 a los 15 pum (1 micr6n=10-6
metros=10-4 cm). EI material de la bacteria constituye 80% agua y 20 % material seco
(Roldan, 2021).

Tabla 3
Tipos de bacterias segun su forma
Cocos Forma esférica u ovalada Cocos Bacilos Espirilos
99 VY
] . Q Y
Bacilos Forma cilindrica o de o — e
baston, tanto rectos como espiroqueta
‘I)QQ 09 (o
Ccurvos estretptococos diplobacilos
.. . \,:\J ;J‘ 4’, \ S
Espirilos | Forma de espiral WP | =y
estafilococos estreptobacilos vibriones
@@
cocobacilos

Fuente: (Roldan, 2021)

Las bacterias se clasifican también por la estructura de su pared celular, pues las Gram
positivo tienen una capa gruesa de peptidoglicano, pero no tiene una membrana lipidica
externa, en cambio las Gram negativo tiene una capa delgada de peptidoglicano y

ademas una membrana lipidica externa (Prieto B. , 2016).

Tabla 4

Tipos de bacterias segun su pared celular
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Gram Color morado | Formada por

Positivas | 0 azul oscuro | una capa gruesa

de moléculas
Gram Color rojo a | Formada por
Negativas | rosa una capa

delgada

Fuente: (Prieto B. , 2016).

8.7.2. Metabolismo bacteriano

Es un conjunto de procesos en el cual los microorganismos obtienen energia y los
nutrientes necesarios para vivir y reproducirse, determinando asi un papel eclogico y su
responsabilidad de los ciclos biogeoquimicos. Como también permite conocer el modo
de vida y el habitad de diferentes especies bacterias en una variedad de condiciones
como aspectos fisicos y quimicos como la temperatura, concentracion de oxigeno, pH,
presion osmotica, etc, que permiten el crecimiento de distintas bacterias segun el

requerimiento nutricional, ambiental y atmosférico (Varela, 2002).

8.7.3. Enterobacterias

Lo miembros de la familia enterobacteriaceae son bacilos Gram negativos, anaerobios
facultativos que fermentan glucosa en anaerobiosis; citocromo oxidasa negativos; la
caracteristica principal es que reducen los nitratos a nitritos, cuando son maviles son
flagelados peritricos. Las enterobacterias son microorganismos propagados
mundialmente y que se encuentran en el suelo, agua, la vegetacion y forman parte de la
flora intestinal normal de casi todos los animales, incluido el ser humano. Algunos
miembros de la familia (Salmonella, Shigella, Yersinia pestis) siempre se asocian a

enfermedades cuando se aislan en el hombre, mientras que otros (E. coli, Klebsiella
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pneumoniae, Proteus mirabilis) producen infecciones oportunistas (Pullupaxi &
Murillo, 2019).

8.8. Medios de cultivos

Se denomina medios de cultivo a cualquier material que presenta una adecuada
combinacion de nutrientes para de esa manera permitir el crecimiento o el incremento
de un sin nimero de células en una determinada poblacién microbiana, siendo capaz de
mantener cepas, aislarlas o identificar los microorganismos con varias finalidades,
como, la existencia de alguna contaminacion en alimentos, medicamentos o cosmeticos,
diagnosticar alguna enfermedad, elaboracion de vacunas, etc (Pedrique & Gutiérrez,

2008). Segun la proporcion de agar, existen tres tipos:

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

los nutrientes (Cuevas, 2016).

e Solidos: Tienen una proporcion de agar de, aproximadamente, el 1,5%. El
crecimiento se desarrolla en la superficie del medio. Estos medios pueden

depositarse en cajas Petri 0 en tubos de ensayo.

e Semisdlidos: Son aquellos que contienen una proporcion de agar inferior al
0,5%. Se utilizan para pruebas bioquimicas y de movilidad (Cuevas, 2016).

8.8.1. Agar MacConkey

Es un medio utilizado para el aislamiento e identificacion de enterobacterias. ES un
medio inhibidor de los gérmenes Gram positivos por su contenido en cristal violeta y
selectivo para enterobacterias por su contenido en sales biliares. En su contenido lleva
azlcar (lactosa) y un indicador (rojo de metilo) que lo convierte en un medio
diferencial. Los gérmenes que fermentan lactosa producen una acidificacion del medio
que hace aparecer el color rojo fuerte a las colonias resultantes. Las colonias lactosa
negativa seran incoloras, apareciendo del mismo color que el medio subyacente
(naranja) (lzurieta & Villacrés, 2015).
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8.8.2. Agar Nutritivo

Es un medio de cultivo enriquecido sélido, no selectivo y no diferencial. En este medio
crecen todo tipo de microorganismos, bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
hongos y levaduras que no requieren elementos especiales para su crecimiento (Vélez,
2015). Es un medio simple, pero contiene un valor nutricional méas bajo en comparacion
con otros medios, permitiendo realizar subcultivos de especies, mantenimiento de cepas,
contaje de colonias, asi mismo por su color beige claro se pueden distinguir la
produccién de pigmentos (Gil, 2019).

8.9. Tincioén

Es el proceso por el cual las moléculas de un colorante se absorben a una superficie. El
uso de colorantes permite cambiar el color se las células de los microorganismos y
poder realizar la observacién en microscopio éptico. Dado que las bacterias son casi
incoloras, no presentan contraste con el medio en el cual se encuentran suspendidas y no
pueden observarse claramente sin algun tratamiento previo, considerando ase la

elaboracion de tincion de Gram (Santambrosio, Ortega, & Garibaldi, 2009).

8.9.1. Tincion de Gram

Tincion de Gram o coloracion de Gram, es una técnica ideada por el Dr. Hans Gram en
el afio de 1884, consiste en un método de identificacién de microorganismos mediante
un tratamiento con colorantes determinados. Este método permite la diferenciacion de
los microorganismos en dos grupos: Gram positivos y Gram negativos. Se basa en la
diferencia de color de las membranas de las células sometidas al proceso de tincién
(Ducon & Rincon, 2010). Las diferencias de composicion de las paredes de las células
Gram positivas, que contienen una capa gruesa de peptidoglicano con numerosos
enlaces cruzados de acido teicoico, y las paredes de las células Gram negativas, en la
que la cepa de peptidoglicano es méas delgada (Meléndez, Cuevas, Cruz, & Sanchez,
2020).

8.10. Pisos altitudinales

Los pisos altitudinales o climéticos en el ecuador constituyen ciertas diferencias de
acuerdo a aquellos diferentes niveles, donde existe una variacion del clima en cada
region, vinculada con la altitud o su relieve, siendo estas las causas para encontrarse con

una gran diversidad de flora y fauna. Afirmando de manera general que la mayor
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diferencia entre un piso climatico y otro resulta ser la altura, ademas de otros elementos

como las corrientes de aire quienes desempefian un rol importante (Elyex, 2020).

En ecuador existen 4 pisos climaticos estos son célido, templado, frio, paramo y glacial.

Todos estos pisos térmicos cuentan con vegetacion, clima, fauna y condiciones

atmosféricas distintas (Rodriguez & Zambrano, 2013).

Piso Célido (macro térmico): Se caracteriza por estar ubicado entre los 0 y
1000 m.s.n.m., con una temperatura media de 27°C, desarrollandose
precipitaciones abundantes con ecosistemas muy variados, ejemplo bosques,
sabanas, praderas y selvas con una flora (Arroz, papaya, yuca, platano, cacao,
etc) y fauna (Osos, serpientes, felinos, iguanas, etc) muy diversas (Elyex, 2020).

Piso Templado (mesotérmico): Se encuentra entre los 1000 y 2000 m.s.n.m.,
presentando variacion de calor, con temperaturas que oscilan entre los 16 a
27°C, presentandose precipitaciones, donde las lluvias son mas frecuentes en
unas zonas que en otras, aunque posean la misma altitud, con flora (manzana,

pera, durazno) y fauna (ganado vacuno, caballos, etc) (Aular, 2017).

Piso Frio (micro térmico): Este piso se encuentra entre 2000 y 3000 m.s.n.m. a
una temperatura media anual de 12 °C por lo que el ambiente es cobmodo, tiene
precipitaciones con una dependencia directa de las corrientes de aire, con un
nivel de lluvia menor del piso templado y célido, con una flora (trigo, maiz,

papas, eucaliptos, etc) y fauna (ovejas, cerdos, etc) (Vallejo, 2014).

Paramo: Es la region natural que alcanza las elevaciones mas altas, se encuentra
ubicado entre los 3000 y 4000 m.s.n.m., con un clima y temperaturas que varian
de 0 a 10 °C, con flora (musgos, flores compuestas, poaceas, flor del paramo,
almohadilla, etc) y fauna (condor, llamas, alpacas, vicufias). La mayor amenaza
presente en este ecosistema es el incremento del sector agricola y ganadero que
ha sido capaz de desgastar varias hectareas de paramo para sembrios de pino,
pasto, papas, etc, (Ron, 2020).

Evidenciando asi que en la zona de estudio se presenta un piso altitudinal considerado

como paramo debido a que se encuentra a una altura de 3623 m.s.n.m.
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8.11. Marco legal

Para la investigacion y desarrollo del tema presente se ha tomado en consideracion la
Constitucion de la Republica del Ecuador, Normativas, Leyes, Reglamentos, y

Ordenanzas, permitiendo sustentar bajo la norma de la ley la presente investigacion.

8.11.1. Constitucién de la Republica del Ecuador

En el acuerdo al decreto Legislativo 0 del Registro Oficial 449 de 20-oct.-2008 en su
tltima modificacion: 01-ago.-2018, en el TITULO | ELEMENTOS CONSTITUTIVOS
DEL ESTADO

Nos habla sobre los deberes del estado de preservar el patrimonio natural y cultural del

pais (Articulo 3).

TITULO Il. DERECHOS. Capitulo segundo: Derechos del buen vivir. Seccion primera:
Agua y alimentacion. En sus articulos 12,13 y 14 habla sobre el derecho de los
ecuatorianos al acceso seguro del agua, y el vivir en un ambiente sano y ecoldgico
equilibrado garantizando el buen vivir, declarando el cuidado del ambiente,
conservacion de los ecosistemas la biodiversidad y la integridad del patrimonio genético
del pais, la prevencion del dafio ambiental y la recuperacién de los espacios naturales

degradados”.

“Art. 264.- Los gobiernos municipales tendran las siguientes competencias exclusivas

sin perjuicio de otras que determine la ley:”

“4. Prestar los servicios publicos de agua potable, alcantarillado, depuracién de aguas
residuales, manejo de desechos solidos, actividades de saneamiento ambiental y

aquellos que establezca la ley”.

8.11.2. Ley de Gestion Ambiental

TITULO I. AMBITO Y PRINCIPIOS DE LA GESTION AMBIENTAL

“Art: 1.- La presente ley establece los principios y directrices de politica ambiental;
determina las obligaciones, responsabilidades, niveles de participacion de los sectores
publico y privado en la gestion ambiental y sefiala los limites permisibles, controles y

sanciones en esta materia”.
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“Art 4.- Los reglamentos, instructivos, regulaciones y ordenanzas que, dentro del
admbito de su competencia, expidan las instituciones del Estado en materia ambiental,
deberan observar las siguientes etapas, segin corresponda: Desarrollo de estudios
técnicos sectoriales, econdémicos, de relaciones comunitarias, de capacidad institucional

y consultas a organizaciones competentes e informacion a los sectores ciudadanos”.
TITULO V. INFORMACION Y VIGILANCIA AMBIENTAL

“Art. 33.- Establécense como instrumentos de aplicacion de las normas ambientales los
siguientes: pardmetros de calidad ambiental, normas de efluentes y emisiones, normas
técnicas de calidad de productos, régimen de permisos y licencias administrativas,
evaluaciones de impacto ambiental, listados de productos contaminantes y nocivos para
la salud humana y el medio ambiente, certificaciones de calidad ambiental de productos

y servicios y otros que seran regulados por el respectivo reglamento”.

“Art. 39.- Las instituciones encargadas de la administracion de los recursos naturales,
control de la contaminacién ambiental y proteccién del medio ambiente, estableceran
con participacion social, programas de monitoreo del estado ambiental en las areas de su
competencia; esos datos seran remitidos al Ministerio del ramo para su sistematizacion;

tal informacion sera publica™.

8.11.3. Ley de Aguas

TITULO I. DISPOSICIONES FUNDAMENTALES

“Art 1.- Las disposiciones de la presente ley regulan el aprovechamiento de las aguas
maritimas, superficiales, subterraneas y atmosféricas del territorio nacional, en todos sus

estados fisicos y formas”.

“Art. 2.- Las aguas de los rios, lagos, lagunas, manantiales que nacen y mueren en una
misma heredad, nevados, caidas naturales y otras fuentes, y las aguas subterraneas,
aflorados o no, son bienes nacionales de uso publico, estan fuera del comercio y su
dominio es inalienable e imprescriptible; no son susceptibles de posesion, accesion o

cualquier otro modo de apropiacion”.

TITULO IV. DE LOS USOS DE AGUAS Y PRELACION
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“Art. 35.- Los aprovechamientos de agua estan suspendidos a la existencia del recurso, a
las necesidades de las poblaciones, del fundo o industria y a las prioridades sefialadas en
esta ley”.

“Art. 36.- Las concesiones del derecho de aprovechamiento de agua se efectuardn de

acuerdo al siguiente orden de preferencia”

a) Para el abastecimiento de poblaciones, para necesidades domeésticas Yy

abrevaderos de animales;
b) Para agricultura y ganaderia
c) Para usos energéticos, industriales y mineros; y,
d) Para otros usos.

8.11.4. Ley Organica de Recursos Hidricos Usos y Aprovechamiento del
Agua

TITULO Il. RECURSOS HIDRICOS. CAPITULO I|. DEFINICION,
INFRAESTRUCTURA Y CLASIFICACION DE LOS RECURSOS HIDRICOS.

El articulo 13 expresa sobre los métodos de conservacion y proteccion de fuentes del
liquido vital, ya sea de uso publico, zonas de proteccion hidrica y zonas de restriccion.
Ademas de terrenos que lindan con los cauces publicos estan sujetos en toda su
extension longitudinal a una zona de servidumbre para uso publico, que se regulara de
conformidad con el Reglamento y la Ley debera ser objeto de autorizacién por la

Autoridad Unica del Agua, sin perjuicio de otras autorizaciones que procedan.

TITULO Ill. DERECHOS, GARANTIAS Y OBLIGACIONES. CAPITULO I.
DERECHO HUMANO AL AGUA

El Articulo 57 define el derecho humano al agua como: “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. Forma
parte de este derecho el acceso al saneamiento ambiental que asegure la dignidad
humana, la salud, evite la contaminacion y garantice la calidad de las reservas de agua

para consumo humano”.
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8.11.5. Ley Organica de Salud

TITULO PRELIMINAR. CAPITULO Ill. Derechos y deberes de las personas y del

Estado en relacion con la salud.

“Art. 7.- Toda persona, sin discriminacion por motivo alguno, tiene en relacion a la
salud, los siguientes derechos”: se determina textualmente el literal C: “Vivir en un
ambiente sano, ecoldogicamente equilibrado y libre de contaminacion”. “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 practicas alimentarias tradicionales, asi como el uso y consumo de
productos y alimentos propios de cada regidn y garantizard a las personas, el acceso

permanente a alimentos sanos, variados, nutritivos, inocuos y suficientes”.

“Art. 96.- Declarase de prioridad nacional y de utilidad puablica, el agua para consumo
humano. Es obligacién del Estado, por medio de las municipalidades, proveer a la
poblacién de agua potable de calidad, apta para el consumo humano. Toda persona
natural o juridica tiene la obligacién de proteger los acuiferos, las fuentes y cuencas
hidrogréaficas 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 contaminacién 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”.

8.11.6. Acuerdo Ministerial 097-A

Norma de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes: Recurso Agua

Anexo 1 del Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del

Ambiente.
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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.

De esta manera la norma permitird establecer diferentes conceptos, criterios que a su
vez ayudaran a salvaguardar la calidad del recurso hidrico en torno a sus diferentes
usos. El Acuerdo Ministerial 097-A establece que la contaminacion del agua es debido a
cualquier tipo de alteracion de las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas, en
concentraciones tales que la hacen no apta para el uso deseado, o que causa un efecto

adverso en el ecosistema acuatico, seres humanos o al ambiente en general.

Y a su vez los criterios del agua se enfocan a la concentracion numérica o enunciado
descriptivo recomendado sobre parametros fisicos, quimicos y biolégicos para mantener
determinado el uso benéfico del agua. Los criterios de calidad para los diversos usos del
agua son la base para la determinacion de los objetivos de calidad en los tramos de un

cuerpo receptor.

Esta determinacion generalmente demanda un proceso de modelacion del cuerpo
receptor en donde se consideran las condiciones mas criticas de caudales del cuerpo
receptor, las cargas futuras de contaminantes y la capacidad de asimilacion del recurso
hidrico.

La presente norma técnica determina o establece:

a) Principios basicos y enfoque general para el control de la contaminacion del

agua.

b) Limites maximos permisibles, disposiciones y prohibiciones para las descargas

en cuerpos de agua o sistemas de alcantarillado.
c) Los distintos criterios de la calidad de aguas para sus distintos usos.
d) Permisos de descargas.

e) Métodos y procedimientos para determinar la presencia de contaminantes en el

agua.

Clasificacion
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a) Criterios de calidad para aguas destinadas al consumo humano y uso domeéstico,

previo a su potabilizacion.

b) Criterios de calidad para la preservacion de vida acuética y silvestre en aguas

dulces frias o calidas, y en aguas marinas y de estuario.

c) Criterios de calidad para aguas de uso agricola o de riego.

d) Criterios de calidad para aguas de uso pecuario.

e) Criterios de calidad para aguas con fines recreativos.

f) Criterios de calidad para aguas de uso estético.

La norma nos permite establecer seis criterios basicos para la calidad del agua, sin

embargo, en la presente investigacion se consideraran los criterios para agua de

consumo humano y uso domeéstico, previo a su potabilizacion y para uso de riego

agricola.

Criterios de calidad para aguas de consumo humano y uso doméstico:

Es aquella que es obtenida de cuerpos de agua, superficiales o subterraneos, y que luego

de ser tratada sera empleada por individuos o comunidades en actividades como:

a) bebida o preparacion de alimentos para consumo humano,

b) satisfaccion de necesidades domésticas, individuales o colectivos, tales como higiene

personal y limpieza de elementos, materiales o utensilios,

c) Fabricacién o procesamiento de alimentos en general.

Tabla 5
Criterios de calidad de fuentes de agua para consumo humano y domestico
Parametro Exgg;ago Unidad Crci:tglrii;at(jje
Sustancias
Aceites y grasas solubles en mg/I 0,3
hexano
Arsénico As mg/l 0,1
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“ecales NMP 0m 1000
Bario Ba mg/I 1
Cadmio Cd mg/I 0,02
Cianuro CN- mg/I 0,1
Cobre Cu mg/I 2
Unidad
Color Color real ® .de 75
Platino-
Cobalto
Fluoruro F- mg/I 1,5
Demanda Quimica
de DQO mg/I <4
Oxigeno
Hierro Total Fe mg/l 1,0
Mercurio Hg mg/I 0,006
Nitratos NO3 mg/l 50,0
Nitritos No02- mg/I 0,2
o o sk | e
pH
Plomo Pb mg/l 0,0,
Selenio Se mg/I 0,01
Sulfatos S0O4-2 mg/l 500
Unidades
Turbiedad nefelométricas de UTN 100,0
turbiedad

Fuente: (Acuerdo Ministerial 097-A, 2015)
Criterios para la calidad de aguas de uso agricola o de riego:

Es 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 Norma.

Tabla 6

Criterios de calidad de aguas para riego agricola
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Parametro Expresado Unidad Criterio
Como de

Calidad
Aluminio Al mg/l 5,0
Arsénico As mg/I 0,1
Berilio Be mg/l 0,1
Boro B mg/I 0,75
Cadmio Cd mg/I 0,05
Cinc Zn mg/l 2,0
Cobalto Co mg/I 0,01
Cobre Cu mg/I 0,2
Coliformes NMP NMP/ 1000

fecales 100ml

Cromo Cr +6 mg/I 0,1
Flaor F mg/I 1,0
Hierro Fe mg/I 5,0
Litio Li mg/I 2,5
Mercurio Hg mg/l 0,001
Manganeso Mn mg/I 0,2
Niquel Ni mg/I 0,2
Nitritos NO2 mg/I 0,5
pH pH 6-9
Plomo Pb mg/l 5,0
Selenio Se mg/I 0,02
Sulfatos SO4-2 mg/l 250
Vanadio \ mg/I 0,1

Para determinar los valores y concentraciones de los parametros determinados en esta

Fuente: (Acuerdo Ministerial 097-A, 2015)

Norma Oficial Ecuatoriana, se deberd aplicar los métodos establecidos en el manual

“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”, en su mas reciente

edicion. Ademas, deberan considerarse 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.
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- Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2176:98. Agua: Calidad del agua,

muestreo, técnicas de muestreo.

8.11.7. Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1108 (Sexta Revision, 2019)

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, aguas purificadas

envasadas y aguas purificadas de uso farmacéutico.

Tabla7

Requisitos fisicos y quimicos del agua para consumo humano

Parametro Unidad | Limite permitido Meétodo de ensayo
Arsénico mg/L 0,01 Standard Methods 3114
Cadmio mg/L 0,003 Standard Methods 3113
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 NO3) mg/L 50,0 Standard Methods 4500-
NO3
Nitritos (Como NO2) mg/L 3,0 Standard Methods 4500-
NO2
Plomo mg/L 0,03 Standard Methods 3113
Turbiedad NTU 5 Standard Methods 2130

Fuente: (Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1108 Sexta Revision)

8.11.8. Ordenanza para la descontaminacion, y proteccion de los rios y

afluentes hidricos del canton Latacunga

“Art. 1. La presente ordenanza tiene por objeto la descontaminacion, y proteccion del
rio Cutuchi, Pumacunchi, Cunuyacu, Yanayacu y demas afluentes superficiales o

subterraneos del canton Latacunga.”

“Art. 2. El &mbito de aplicacion de la presente ordenanza serd a nivel cantonal, y estaran

sujetos de la misma los sectores, industrial, agroindustrial, agropecuario, forestal,
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minero, metaldrgico, papelero, lacteo, floricola, brocolero, y de servicios (lubricadoras,
lubri lavadoras, mecénicas, imprentas gréficas, gasolineras, y otros), asentados en el
territorio cantonal de Latacunga”.

“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 deberan
aplicar buenas practicas ambientales e implementar plantas de tratamiento de aguas
negras, residuales, descargas industriales, domésticas y otras que alteren las condiciones
fisico, quimicas y bioldgicas del agua, y atenten la calidad del Rio Cutuchi, los rios,
Pumacunchi, Cunuyacu, Yanayacu y demés afluentes superficiales y subterraneos que
son parte del sistema hidrografico mayor de la cuenca del Rio Pastaza y perjudique el

bienestar colectivo y de los recursos hidricos del canton Latacunga”.

“Art. 8. Es obligacion de todos los sectores productivos y de servicios publicos Yy
privados, industrial, agroindustrial, agropecuario, forestal, minero, metalurgico,
papelero, lacteo, floricola, brocolero, y de servicios (lubricadoras, lubri lavadoras,
mecanicas, imprentas gréaficas, gasolineras, y otros), asentados en el territorio cantonal
de Latacunga, mantener un adecuado manejo y tratamiento de desechos sélidos de todo
tipo, vertidos y descargas, que contaminen el agua Yy propendan procesos de

bioacumulacion”.

“Art. 10. Prohibase las descargas de aguas crudas (servidas), negras, de origen
industrial, agricola, de servicios tanto publico como privado y otras contempladas en el
articulo 9 sin su debido tratamiento, al Rio Cutuchi, los rios, Pumacunchi, Cunuyacu,

Yanayacu y demas afluentes superficiales y subterraneos a nivel cantonal”.

9. VALIDACION DE LA PREGUNTA CIENTIFICA

¢Es posible establecer la trazabilidad microbioldgica de enterobacterias en sitios
poco monitoreados y contaminados con arsénico proveniente de fuentes naturales

entre los 3600 y 3700 m.s.n.m en la parroquia de Toacaso?

Si es posible, porque se utiliza una serie de procesos que llevaran al cumplimiento de
cada uno de los objetivos planteados, el primero es caracterizacion biofisica de la zona
de estudio, ademéas de la determinacion de la concentracion de As en sitios poco
monitoreados como es la quebrada Talahuachana y, por ultimo, se establecera la

relacién entre presencia de enterobacterias con altas



30

10. Metodologia

En la recopilacion de datos sobre la caracterizacion, identificacion de la zona de estudio,
determinacion del As y microbiologico, se utilizd el método experimental y
bibliogréafico, para la identificacion del punto de muestreo, toma de muestras para los
analisis fisicoquimicas (pH, sulfatos, oxigeno disuelto, arsénico y manganeso) Yy

microbioldgicos (coliformes fecales).

Ademas, se realizo salidas de campo para sustentar la informacion proporcionada por
los mapas obtenidos en el Sistema Nacional de Informacion aplicados en el programa
QGIS vy los resultados del laboratorio. También, se utilizé libros virtuales, articulos

cientificos, informes y revistas que acrediten dicha informacion.

La determinacion de consorcios bacterianos y la contaminacién de As presente en sitios
poco monitoreados y de fuentes naturales se realizo a partir de un enfoque cualitativo y

cuantitativo que se desarrollara en tres etapas.

e Caracterizacion e identificacion de la zona de estudio mediante la utilizacion de
la herramienta QGIS del Sistema de Informacion Geogréafica, para la
determinacion de la zona de estudio, con la informacion descargada del Sistema
Nacional de Informacién (SIN), la misma que se realiz6 tomando en cuenta los

pisos altitudinales de 3600 a 3700 m.s.n.m.

e Salida de campo para la recoleccion de muestras de agua en la quebrada
Talahuachana, que fueron analizadas bajo la colaboracion del Laboratorio
Nacional De Calidad Del Agua y Sedimentos (LANCAS) del Instituto Nacional
de Meteorologia en Hidrologia (INAMHI).

e Recoleccion de muestras de agua para la identificacion de colonias de
enterobacterias en el laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi en la
Facultad de CAREN.

10.1. Tipos de investigacion

- Investigacion exploratoria: Ayuda otorgando estrategias de conservacion a
futuro para el recurso hidrico, examinando el tema de investigacion con una

vision general sobre la realidad del lugar.
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- Investigacion descriptiva: Detalla con precision la problematica y a su vez
proporciona la informacién mediante mapas, describiendo caracteristicas
ambientales del lugar como: tipo de clima, precipitacion, temperatura, geologia,
pendiente, textura del suelo, erosion, cobertura vegetal, taxonomia del suelo,

entre otros.

10.2. Métodos

- Método cuantitativo: Se recopil6 datos e informacidn del lugar el cual permitid
conocer el grado de concentracion de los parametros evaluados para comparar

con las normas de calidad de agua.

- Método cualitativo: Permite recolectar, analizar la informacion del método

cuantitativo que ayuda a identificar y comparar los resultados obtenidos.

- Método de campo: Se emple6 para la caracterizacion morfométrica e
hidrolégica del area a evaluar, para definir la zona de estudio, y obtencion de

muestras que seran analizadas en el laboratorio.

10.3. Caracterizacion biofisica y ubicacion

Para la caracterizacion biofisica y ubicacion de la zona de estudio se utiliz6 la
herramienta QGIS 2.9 del Sistema de Informacion Geogréfica, la misma que se realizd
tomando en cuenta los pisos altitudinales de 3600 a 3700 m.s.n.m, considerando los
sistemas montafiosos del lado oriente y occidente de la quebrada Talahuachana. para su
corte, permitiéndonos identificar mediante el ingreso de las coordenadas el lugar
especifico de muestreo y mediante archivos SHP descargados del SNI determinamos la

altura, caracterizacion climatica, areas, entre otros.

Para esto se procedio al ingreso de los archivos SHP de cobertura vegetal, pendiente,
erosion, precipitacion, temperatura, clima, geologia, suelos, textura, taxonomia, para
luego realizar el respectivo corte de cada una de las caracteristicas presentes en la zona,

obteniendo la descripcion respectiva de cada uno de los mapas.

Esta aplicacion permite obtener el area, porcentajes especificos de la descripcion
presente en el mapa correspondiente, como también la distribucion en toda el area de

estudio.
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10.4. Muestreo para el analisis de agua de riego y consumo humano

Se realizo el anélisis de los pardmetros de agua en el Laboratorio de Calidad de Agua y
Sedimentos (LANCAS), se realiz6 bajo técnicas de ensayo acreditadas por el Servicio
de Acreditacion Ecuatoriano (SAE) y los requerimientos establecidos en la Norma NTE
INEN 2169, NTE INEN 2176 e ISO/IEC 17025:2006.

Para el muestreo se realizd una muestra compuesta (muestras tomadas en un mismo
punto, pero en diferentes tiempos) colocando 4 litros de agua en un balde, para luego
dividir la misma muestra en los recipientes proporcionados por el LANCAS de la

siguiente manera:

- Oxigeno disuelto: Se llen6 un winkler de 300 ml, después se coloca los
preservantes enviados también por el laboratorio: vial 1 (1 ml de sulfato
manganoso), vial 2 (1 ml de &lcali yoduro) y vial 3 (2 ml de acido sulfurico
concentrado). Por ultimo, tapar, eliminar el exceso de liquido en el winkler y

rotular (mantener con hielo la muestra hasta llegar al laboratorio).

- pH y Sulfatos: En el caso de los dos parametros es necesario llenar un envase
plastico de 1000 ml para cada parametro, finalmente tapar el frasco y rotular

(mantener con hielo la muestra hasta llegar al laboratorio).

- Arsénico y Manganeso: Para el analisis de As y manganeso se toma una
muestra en el envase plastico de 250 ml, dejar un pequefio espacio en el cuello
del envase y colocar 5 gotas de &cido nitrico concentrado enviado por el
laboratorio, poner la contratapa e inmediatamente tapar el frasco. Posteriormente
invertir el frasco tres veces para homogeneizar la muestra y rotular (mantener

con hielo la muestra hasta llegar al laboratorio).

- Coliformes fecales: Para este analisis es necesario abrir el frasco plastico
esterilizado de 100 ml, sumergido en el agua y llenarlo dejando un espacio de
aire y por ultimo tapar el frasco lo mas pronto posible al sacar del agua

(mantener con hielo la muestra hasta llegar al laboratorio).

Hay que recalcar que las técnicas utilizadas por el LANCAS para los diferentes
parametros son: electrometria para pH, espectrometria de absorcion atomica de llama
para As y manganeso; volumetria para oxigeno disuelto, espectrofotometria en sulfatos

y microbioldgicas para coliformes fecales.
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10.5. Muestreo de agua para cultivo y siembra de microorganismos

Para el cultivo y siembra de microorganismos se muestrea segin la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE INEN 2169:2013 para agua, calidad de agua, muestreo, manejo y
conservacion de muestras, ocupando un frasco urintainer esterilizado 90 ml que se

sumergio en el agua y se llend dejando un espacio de aire.

Por dltimo, se tapo el frasco lo mas pronto posible al sacar del agua (mantener con
hielo la muestra hasta llegar al laboratorio). El cultivo de microorganismo se realiz6 en
el laboratorio de la Carrera de Medio Ambiente de la Facultad de CAREN de la

Universidad Técnica de Cotopaxi.
10.6. Preparacion del agar MacConkey

Se utilizé agar MacConkey debido a que es un medio de cultivo selectivo y diferencial
que permite el crecimiento de enterobacterias, como agente inhibidor de los demas
microorganismos, porque al comprobar que las enterobacterias son resistentes al As es
posible abrir una investigacion amplia para remover el As del agua proveniente con

desechos humanos y animales a una menor inversion que tratamientos convencionales.

Para la obtencion del medio de cultivo en agar MacConkey se peso 4.5 gramos, el cual

se disolvié en 0.09 litros de agua destilada en él matraz, realizando movimientos de

vaiven y rotacién hasta lograr una mezcla homogénea con una concentracion al 5 %%.

Una vez disuelto el medio se procedio a colocar en la autoclave y se esterilizd a una

temperatura de 121°C durante 15 minutos (Puruncajas, 2013).

Tabla 8

Composicién del agar MacConkey
Digerido pancreatico de gelatina 1709
Digerido pancredtico de caseina 159
Digerido péptico de tejido animal 159
Lactosa 1009
Mezcla de sales biliares 15¢g
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Cloruro de sodio 500

Agar 1359

Rojo neutro 30,09

Cristal violeta 10g

Agua destilada 1,000 mi
pH final: 7,1+0,2

Fuente: (lzurieta & Villacrés, 2015).

10.7. Preparacion del agar nutritivo

Se utilizé agar nutritivo debido a que permite el crecimiento exponencial de las
bacterias que se van a aislar, ya que este agar tiene los nutrientes adecuados para su
desarrollo. Para la elaboracion del medio de cultivo en agar nutritivo se peso 5.4

gramos, el cual se disolvidé en 0.18 litros de agua destilada en él matraz, realizando

.. , -z m
movimientos hasta lograr una mezcla homogénea con una concentracion de 3 %7. Una

vez disuelto el medio se procedio a colocarlo en la autoclave para su esterilizacion a una

temperatura de 121°C durante 15 minutos (Puruncajas, 2013).

Tabla 9
Composicion del agar nutritivo
Pluripeptona 5009
Extracto de carne 300
Agar 1509
Agua destilada 1,000 mi
pH final: 7,3+ 0,2

Fuente: (Gil, 2019).

10.8. Vertimiento del medio de cultivo en cajas Petri

Una vez disuelto el medio se llevo a la cabina de flujo laminar para evitar el crecimiento
de contaminantes externos al momento de verter el medio en las cajas Petri, se procedid
a verter 15 ml de agar MacConkey en tres cajas Petri de plastico y 15 ml de agar

nutritivo en seis cajas Petri de plastico estériles. (Murillo & Pullupaxi, 2019)

10.9. Técnica de cultivo por extension en agar MacConkey

Con la ayuda de un gotero se colocd 1 ml de la muestra de agua en la parte superior del

cultivo, para luego esparcirlo con el asa, realizando la siembra por extension, la misma
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que se esparcié uniformemente por toda la superficie del medio de cultivo, esto
permitird que dé lugar al crecimiento de colonias de enterobacterias (Puruncajas, 2013).
Figura 1
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Fuente: (Puruncajas, 2013).
10.10. Aislamiento de colonias por el método de estrias en agar nutritivo

Se seleccionan tres colonias de la muestra madre del agar MacConkey para proceder a
la siembra en el agar nutritivo por el método de estrias, cada colonia es sembrada en dos
cajas Petri de agar nutritivo, la misma que es distribuida con la ayuda del asa nicrom
formando asi estrias o lineas por toda la superficie, siguiendo un patron definido.
Después de sembrar el primer sector, el asa de siembra es esterilizada y se obtiene un
indculo para el segundo sector a partir del primer sector. Se sigue un proceso similar
para sembrar el tercer sector, excepto que el in6culo procede del segundo sector. Se
trata de un proceso de dilucion (Prescott, Harley, & Klein, 2009).

Figura 2

Siembra por estria
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Fuente: (Prescott, Harley, & Klein, 2009)

10.11. Incubacién

Se utilizé una incubadora, permitiendo alcanzar y mantener las temperaturas medias de
los medios de cultivo de 25 °C por 72 horas. Tras la incubacion en condiciones
adecuadas, cada célula viable origina una colonia visible resultado de sucesivas
divisiones celulares. Cada colonia bacteriana tiene caracteristicas determinadas a su
forma, borde, elevacion, tamafio, consistencia, etc (Murillo & Pullupaxi, 2019).

10.12. Tincion de Gram

En la realizacion de la tincion lo primordial es realizar un frotis de la colonia de
microorganismos para lo cual es necesario colocar una gota de agua destilada en el
portaobjetos, después con el asa nicrom esterilizada se saca una cantidad minima de la
colonia que se encuentra en la caja Petri, colocando dentro de la gota de agua mientras
se realiza movimientos circulares para que la biomasa se mezcle con el agua
(Vizcarrondo & Gamboa, 2001). Después se debe fijar la mezcla por calor, por lo tanto,
es necesario la utilizacion del mechero, pasar el portaobjetos por encima de la llama
realizando movimientos en zigzag o circulares, levantando constantemente la muestra
evitando que se queme, quedando totalmente seca y por lo tanto fija en el portaobjetos
(Vizcarrondo & Gamboa, 2001).

Cada muestra se tifi6 con azul de metileno (1%) por un minuto y lavar con agua
destilada para eliminar el exceso de colorante, cubrir con lugol (5%), que actia como
mordiente, dejarlo por un minuto y lavar con agua, se decoloro con el alcohol
antiséptico por 30 segundos después se lavo con agua, se tifi con safranina (1%) por 1
minuto, el exceso de colorante se elimina con agua destilada, dejando secar las ldminas

a temperatura ambiente para observar en el microscopio. (Murillo & Pullupaxi, 2019).
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11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
11.1. Area de estudios

El punto de muestreo se encuentra ubicado en el afluente dentro de la quebrada
Talahuachana que nace desde las faldas del estratovolcan Illiniza Sur perteneciente a la
microcuenca del rio Cutuchi, en la parroquia Toacaso, canton Latacunga, provincia de
Cotopaxi. Su ubicacion es de -0.718646 latitud sur y -78.733882 de longitud oeste, con
una altitud fluctuante entre los 3600 a 3700 m.s.n.m. cémo se observa en el siguiente

gréfico.

Figura 3

Area de estudio
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Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
Fuente: Sistema nacional de informacion

La quebrada Talahuachana cuenta con una amplia zona de vegetacion arbustiva y
herbacea, contando con temperaturas bajas. Para el mes de diciembre se realizé la
primera salida de campo la cual sirvio para el reconocimiento de la zona de estudio

encontrandose a una altura de 3623 m.s.n.m, con un dia despejado.

El caudal presente en la quebrada fue minimo ya que nos encontrabamos en epoca de
transicion (época seca a lluviosa), por lo que no se encontré arrastre de sedimentos. El
agua se encontraba turbia, con abundante presencia de sedimentos acumulados en las

rocas presentes dentro y fuera de la quebrada.
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Figura 4:

Reconocimiento de la zona de estudio (diciembre)

-

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

Para el mes de enero se procedi6 a la toma de las muestras de agua de la quebrada,
verificando que las condiciones climaticas variaron, encontrandose con presencia de
neblina y llovizna en toda el area de estudio, por lo que el caudal aumento
notablemente, presentandose poca cantidad de arrastre de sedimentos, los mismos que
fueron acarreados en todo el largo de la quebrada e incluso se formo la aparicion de

pocas algas de color verde en la rivera de la misma.

Figura 5

Dia del muestreo parametros fisicos-quimicos y biol6gicos (enero)

o R T

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

Se realiz6 una salida de campo a inicios del mes de marzo identificando que en la zona
de estudio se presentd un clima soleado con cielo despejado, con un nivel de caudal
minimo, el agua se encontraba turbia con color marrén, se evidencio también mayor
presencia de sedimentos de color amarrillo impregnados en las rocas, sin dejar de
mencionar que existia indicios de que la noche anterior ocurrié una gran precipitacion
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en dicha zona, todo debido a que el suelo se encontraba con gran humedad, y se
divisaba la vegetacion empapada de gotas de agua.

Toda esta variabilidad de caracteristicas del agua y el lugar son un factor principal para
la evaluacion de los resultados, debido a que pueden ser la causa de que los resultados

varien constantemente.
Figura 6:

Monitoreo (marzo)

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

Se realiz6 el segundo muestreo a finales del mes de marzo con el fin de realizar una
comparacion entre los parametros fisicoquimico y microbioldgico del agua de la
quebrada Talahuacaha realizados en el mes de enero, existiendo el incremento del

caudal notablemente pues en dicho mes comienza la época lluviosa.

El agua se encontraba turbia con un color marron claro, disminucion de sedimento en
las rocas que se encontraban a las riberas de dicha quebrada, conjuntamente con la

presencia de un dia nublado y con poca llovizna.

Figura 7:

Segundo muestreo (marzo)
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Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

11.2. Caracterizacion biofisica del piso altitudinal entre 3600 a 3700

m.s.n.m.
11.2.1. Clima

El clima en la zona de estudio no varia pues solo se evidencia un tipo de clima
subhimedo con pequefio déficit de agua, mesotérmico templado frio, posiblemente
correspondiente a la altitud entre 3600 a 3700 m.s.n.m. (Figura 7). Es decir, su piso

climético es de paramo y afectado por su proximidad al estratovolcén los Illinizas.

El clima juega un papel vital en la atmosfera porque el As puede distribuirse en el aire,
el agua y suelo a través de ciclones de polvo y aguas de escorrentia, donde la
contaminacion por As estd muy extendida (Gillispie & Sowers, 2015).

El viento fue identificado como un medio para la movilizacién del As en forma de
particulas que se encuentran en la superficie del suelo, ocurriendo de manera natural
(Prieto, Gonzélez, & Roman, 2009).

Por otra parte, en regiones con climas frios, como nuestra &rea de estudio, el agua se
visualiza de color amarillento o marrén claro, debido a la concentracion de vapor a

temperaturas muy bajas (Alarcon, Leal, & Benavides, 2013).

Figura 7:

Clasificacion climatica
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11.2.2.  Precipitacion

En la zona de estudio la precipitacion oscila entre los 500 a 750 mililitros anuales
(figura 8), se debe a que el sector se encuentra en el flanco oriental de la cordillera
occidental que se dirige a los valles andinos, afiadiendo la presencia de niebla que se
condensa produciendo las precipitaciones.

Ademas, la precipitacion de la zona de estudio es propia del piso altitudinal de pardmo

ya que se encuentra entre los 3000 m.s.n.m. a 4000 m.s.n.m.

Figura 8:

Precipitacion
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En caso de la precipitacion de la quebrada Talahuachana se tomo la base de datos del
Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI). Seleccionando la estacién
M1066-Cotopilalo perteneciente a la parroquia de Toacaso, que se encuentra a 4 km
aproximadamente de la zona de estudio, los datos fueron mensuales y se considerd un
periodo de 25 afios (1991-2015). Estos datos nos permitiran identificar el declive que
existe entre el mes de diciembre hasta marzo, como también la época de transicion, por
lo que la variacién de la precipitacion influird directamente en la obtencion de datos en
la concentracion de As y parametros fisicoquimicos del agua en cada uno de los meses y

épocas del afo.

En la figura 9 se puede apreciar que en el mes de diciembre se encuentra con un pico de
65,84 mm, en cambio en enero la precipitacion asciende con un 68,28 mm, y en marzo
la precipitacién aumenta llegando a un 87.87mm. Encontrando un declive de 2,44 mm
entre el mes de diciembre y enero, pero entre enero y marzo tenemos una diferencia de
19.59 mm. La precipitacion influye de una forma directamente proporcional con los
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resultados del muestreo debido a que al existir mayor precipitacion habrd mayor
presencia de contaminantes (As), ya que por las escorrentias existe mayor arrastre de
particulas metalicas. Pero la bibliografia dice que si existe menor presencia de
precipitacion, la concentracion de contaminantes As sera mayor y el arrastre de
sedimentos menor. Porque los depositos de metales pesados As, que se acumulan en
temporada seca sobre las superficies; es probable que sean removidos y transportados
por la escorrentia durante los periodos que aumenta la precipitacion (Santamaria,
Torres, & Zafra, 2015).

Figura 9

Datos de la precipitacién de la estacion M1066-Cotopilalo (1991-2015)
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Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
Fuente: INAMHI (2018)

11.2.3. Temperatura

En el sitio de estudio se observan dos diferencias de temperatura, en la mayor parte del
territorio la temperatura oscila entre 8°C a 10°C y en la parte nororiental la temperatura
es de 6°C a 8°C, existiendo un rango de temperatura de 2 grados (Figura 10). Se debe a
que la zona con menor temperatura es mas cercana al volcan conocido como los

Ilinizas, pues es la zona mas alta de la region estudiada.

Relacionando el As con la temperatura de la zona de estudio es necesario conocer que el

As es resistente temperaturas frias entre 4°C a 10°C, debido a que este metal se acumula
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contaminando el agua (Kinniburgh & Smedley, 2001), por lo tanto la acumulacion de
As en el agua del lugar de estudio es verdadera porque la temperatura varia entre 6°C a
10°C.

Figura 10

Temperatura del lugar de estudio
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Fuente: INAMHI (2010)

11.2.4. Pendiente

La zona de estudio presenta tres distintas pendientes: ligeramente ondulada, micro
relieve (64% de la zona de estudio), y un rango de 15% a 25%, seguida por la pendiente
suave ligeramente inclinada (21% del sitio de estudio), con un rango de 5% al 12%
ocupando 584.43 hectéareas, por ultimo tenemos una pendiente moderadamente
ondulada, (15% de la zona estudiada), con un rango del 25% al 50% con un area de
382.43 hectéareas (Figura 11). Recalcando que dicha area se encuentra mas cercana a los
Illinizas por lo cual su rango de pendiente continda aumentando a diferencia de las dos

primeras pendientes que se encuentran mas alejadas al estratovolcan. La importancia de
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la concentracion del As con la pendiente es que a mayor pendiente existe mayor arrastre
de sedimentos por parte de la escorrentia de la zona de estudio
Figura 11

Pendiente del sitio de estudio
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11.2.5. Hidrogeologia

La geologia presente en el area de estudio es de dos tipos 11% corresponde a la
formacion de ceniza volcanica que se encuentra en la parte nororiental de la zona y el
89% restante corresponde de formaciéon de cangahua (Figura 12), que es una roca
sedimentaria de origen volcéanico encontrandose distribuida en la parte norte, sur y este
de la zona. Esta geologia se debe a que existen volcanes cerca a dicha zona como son

los Illinizas y Corazon.

Segun, Castelo (2015), indica que el alto contenido de As en las aguas subterraneas se
debe principalmente a la presencia de depdsitos volcanicos naturales presentes en el
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agua, el suelo y los sedimentos. Es decir, que los recursos hidricos que se encuentran
cercanos a zonas con alta actividad volcanica. En nuestra zona de estudio a las faldas
de los Illinizas, la precipitacion es capaz de acarrear altos niveles de As de rocas con
origen volcanico como en el caso de la cangagua, ya que el agua al tener contacto con

las rocas igneas arrastra la mayor parte de minerales contenido en ellas.
Figura 12:

Geologia de la zona de estudio
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11.2.6. Textura del suelo

El 100% del area de estudio presenta un suelo con textura franco (media) que
corresponde especificamente a suelos limosos, debido a que sus particulas son de
tamafio intermedio (de 2 a 20 um), considerandolos como suelos fértiles y faciles de
trabajar (Figura 13). Se puede aludir que las concentraciones de As se relacionan a la
textura del suelo con su actividad quimica, dicho en otras palabras, la capacidad de

infiltracion y retencion de liquidos en su estructura corresponde a suelos que no poseen
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una buena capacidad de infiltracion de liquidos debido a su textura franco como en el
caso de sector de estudio (Moreno Béez, 2018). Ademas, se puede recalcar que el As
presenta una movilidad mayor en particulas grandes de suelo un gran ejemplo son los
suelos de arena fina que permiten mayor infiltracion y retencion que la textura arcillosa

y franco (Ramos & Jiménez, 2019).
Figura 13:

Clasificacion de la textura del suelo
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Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
Fuente: MAGAP (2016)

11.2.7. Taxonomia del suelo

El area a evaluar cuenta con suelo Inceptisol, predominando en toda el area en su
totalidad (Figura 14).

Este tipo de suelo con caracteristicas poco definidas, no presenta intemperizacion
extrema. Suelos de bajas temperaturas, pero de igual manera se desarrollan en climas
hamedos (frios y célidos), presentan alto contenido de materia organica. Ademas, son el
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suelo volcanico mas cercano al tropico, ocupando las laderas mas empinadas de roca
(Alarcon M. | 2013).

Figura 14

Clasificacion Taxonomica para la quebrada Talahunchana (3600 a 3700 m.s.n.m)
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Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
Fuente: MAGAP (2016)

11.2.8.  Erosion del suelo

La erosion esta dada especialmente por la ausencia de la cobertura vegetal, maquinaria
agricola y las fuertes pendientes usadas para la produccion agropecuaria, sumandose la
presencia de vientos en los meses de agosto y septiembre. Considerando que el area de
estudio se vea afectada por estas actividades, ya que el area en su totalidad se encuentra

en proceso de erosion (figura 15).
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Figura 15

Clasificacion de la Erosion
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Fuente: MAGAP (2016)

11.2.9. Cobertura vegetal

En la zona de estudio se ubican paramos, pajonales y matorrales que contribuyen a la
diversidad biol6gica, y fundamentalmente como fuentes de recarga hidrica y proteccion
de fuentes de agua. Beneficiando asi de manera local, nacional y mundial. De estos
recursos depende el mantenimiento de los volimenes de agua, plantas comestibles y

medicinales, animales silvestres, fuentes de energia, entre otros productos.

El area de estudio a la vez se ha convertido en una de las zonas méas poseedoras de un
desarrollo agricola y ganadero muy amplio, evidenciando asi la presencia de cuatro
tipos de vegetacion siendo el mas predominante las tierras agropecuarias ocupando asi
un 61%, seguido por vegetacion paramo con un 19%, vegetacion arbustiva y herbacea

con un 18% y bosque nativo con un 2% de toda la zona de estudio (figura 16).
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Figura 16

Clasificacion de la cobertura vegetal
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Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
Fuente: MAGAP (2016)

11.2.10. Agroecologia

En la zona de estudio existe la presencia de diferentes actividades agricolas las mismas
que generan que el paisaje se vaya deteriorando, sin considerar el uso verdadero para el
cual estan destinadas las tierras, generando asi que se vayan clasificando en tres

distintas actividades agroecologicas.

Siendo la més predominante las tierras con severas limitaciones, cultivables con
métodos intensivos de manejo con un 48%, tierras aptas para la conservacion de vida
silvestre con un 41%, y tierras no cultivables, aptas para fines forestales con un 11%
(figura 17).
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Figura 17

Clasificacion agroecoldgica
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Fuente: MAGAP (2016)

11.3. Concentracion de arsénico y calidad de agua

En la tabla 10 se observa los resultados de los parametros fisicos, quimicos y biol6gicos
que fueron analizados en el 19 de enero a las 9 am, considerando que se encontraba en

época de transicion y mes de marzo que es época lluviosa.

Tomando en cuenta las tablas proporcionadas en el Acuerdo Ministerial 097-A y Norma
Técnica Ecuatoriana INEN 1108 (Sexta Revision, 2019) que establecen los limites

maximos permisibles, para calidad de agua destinada para consumo humano y riego.

De acuerdo al andlisis obtenido por parte del laboratorio de la muestra de agua de la
guebrada Talahuachana en comparacion con el Acuerdo Ministerial 097-A, podemos
concluir que los parametros como: pH, sulfatos, coliformes fecales y As cumplen con
los limites maximos permisibles (LMP) establecidos en la ley. Pero a diferencia de la
comparacion de los datos con la norma INEN 1108 (Sexta Revision, 2019), se puede
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evidenciar que el As se encuentra fuera de los LMP, superando asi significativamente
los valores establecidos en la ley, dando a conocer que el agua no es apta para consumo

humano.

Tabla 10
Comparacion de resultados Acuerdo Ministerial 097-A e INEN 1108 (Sexta

Revision, 2019) calidad de agua para consumo humano para el mes de enero

Parame | Expresad | Unidades | Resultado | Calidad de agua | INEN 1108-
tros 0 como LANCAS para consumo 2019
humano Acuerdo
Ministerial 097-A
Temper T °C 6
atura
Arsénic As mg/L 0,0334 0,1 0,01
0
Colifor NMP NMP/100 2,0 1000 | @ -
mes mL
fecales
Mangan Mn mg/L 0,669 - | -
eso
Oxigeno oD mg/L 5,60 Y I—
disuelto
pH pH 6,97 6-9 6,5-8,5
Sulfatos | S0;2 mg/L 64,75 500 | @ -

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
Fuente: (Acuerdo Ministerial 097-A, 2015, Norma Técnica Ecuatoriana INEN, 2019)

Mediante la comparacion de los datos del laboratorio con el acuerdo Ministerial 097-A
para calidad de agua de riego (tabla 11).

Podemos concluir que los pardametros como: pH, sulfatos, coliformes fecales, oxigeno

disuelto y arsenico si cumplen, encontrandose dentro de los LMP establecidos en la ley,
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pero el manganeso sobrepasa lo indicado por la ley de calidad de agua y los resultados

varfan notablemente.

Tabla 11
Comparacion de resultados con el Acuerdo Ministerial 097-A para calidad de agua de

riego mes de enero

Parametros | Expresad | Unidades | Resultado | Calidad de agua | Cump
0 como LANACAS para riego le
Acuerdo Si/No
Ministerial 097-A
Temperatur T °C 6
a
Arsénico As mg/L 0,0334 0,1 Si
Coliformes NMP NMP/100 2.0 1000 Si
fecales mL
Manganeso Mn mg/L 0,669 0,2 No
Oxigeno oD mg/L 5,60 3 Si
disuelto
pH pH 6,97 6-9 Si
Sulfatos S0;? mg/L 64,75 250 Si

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
Fuente: (Acuerdo Ministerial 097-A, 2015)

En el mes de marzo, el dia miércoles 23 a las 11 am, se observa los resultados de los
pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos, considerando que se encontraba en época
lluviosa. Tomando en cuenta las tablas proporcionadas en el Acuerdo Ministerial 097-A
y Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1108 (Sexta Revisidn, 2019) que establecen los
limites maximos permisibles, para calidad de agua destinada para consumo humano y

riego.

De acuerdo al andlisis obtenido por parte del laboratorio de la muestra de agua de la
quebrada Talahuachana (tabla 12) en comparacion con el Acuerdo Ministerial 097-A y
norma INEN 1108 (sexta Revision, 2019) podemos concluir que los parametros como:

pH, sulfatos, coliformes fecales cumplen con los LMP establecidos en la ley.
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Pero se evidencia que el As se encuentra fuera de los LMP, superando asi
significativamente los valores establecidos en la ley, dando a conocer que el agua no es

apta para consumo humano.

Tabla 12
Comparacion de resultados Acuerdo Ministerial 097-A e INEN 1108 (Sexta Revision,

2019) calidad de agua para consumo humano para el mes de marzo

Parame | Expresad | Unidades | Resultado Calidad de agua INEN
tros 0 COmMo LANACAS para consumo 1108-2019
humano Acuerdo
Ministerial 097-A
Temper T °C 7
atura
Arsénic As mg/L 1,792 0,1 0,01
0
Colifor NMP NMP/100 2,0 1000 | -
mes mL
fecales
Mangan Mn mg/L 0,508 — | e
eso
Oxigeno oD mg/L 6,56 — | e
disuelto
pH pH 71 6-9 6,5-8,5
Sulfatos S0;? mg/L 47,32 500 @ | @ ----

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
Fuente: (Acuerdo Ministerial 097-A, 2015, Norma Técnica Ecuatoriana INEN, 2019)

Comparando los datos del laboratorio con el acuerdo Ministerial 097-A para calidad de
agua de riego (tabla 13).

Podemos concluir que los parametros como: pH, sulfatos, coliformes fecales y oxigeno
disuelto si cumplen, encontrandose dentro de los LMP establecidos en la ley, y los
parametros como arsénico y manganeso sobrepasan lo indicado por la ley de calidad de

agua y los resultados varian notablemente.
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Tabla 13
Comparacion de resultados con el Acuerdo Ministerial 097-A para calidad de agua de

riego mes de marzo

Parametros | Expresad | Unidad Resultado Calidad de agua | Cump
0 como es LANACAS para riego le
Acuerdo Si/No
Ministerial 097-A
Temperatu T °C 7
ra
Arsénico As mg/L 1,792 0,1 No
Coliformes NMP NMP/10 2,0 1000 Si
fecales OmL
Manganeso Mn mg/L 0,508 0,2 No
Oxigeno oD mg/L 6,56 3 Si
disuelto
pH pH 71 6-9 Si
Sulfatos S0, * mg/L 47,32 250 Si

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
Fuente: (Acuerdo Ministerial 097-A, 2015)

pH

Se determind que el pH para las aguas de la quebrada Talahuachana a una altura de
3623 m.s.n.m tiene un pH neutro, ya que en los dos analisis de laboratorio que se
realizaron en los meses de enero y marzo, fueron de 6,97 y de 7,1 respectivamente,
dicho pH segun la ley es éptimo para el consumo humano y agricola, pues se encuentra
dentro de los LMP propuestos por la ley de calidad de agua. Ademas, se afiade que el
pH neutro es Optimo para el crecimiento de las enterobacterias y otras bacterias gran
positivo 0 negativo. Por otra parte, el As que se especula que tenemos es arsénico V,

porque es el que predomina en ambientes acuosos, aerdbicos, entre pH neutro y acido.
Temperatura

El agua de la quebrada Talahuachana cuenta con una temperatura de 6 a 7 °C,
considerando que se encuentra en un clima mesotérmico templado frio a una altura de

3623 m.s.n.m. La temperatura es un factor fisico que determina la solubilidad de gases y
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minerales; influyendo notablemente en los procesos bioldgicos de la respiracion,
crecimiento de organismos y descomposicién de la materia organica. Teniendo en
cuenta que las temperaturas bajas retrasan el crecimiento bacteriano y acumulan las

particulas de los diferentes metales aumentando sus concentraciones en el agua.
Sulfatos

El agua de la quebrada Talahuachana cuenta con la presencia de sulfatos en una
cantidad de 64,75 mg/L, y 47,32 mg/L, en los meses de enero y marzo respectivamente,
encontrdndose dentro de los LMP establecidos por el Acuerdo Ministerial 097- A, se
divisa que existe un decline en la concentracion en los sulfatos desde el mes de enero a
marzo, posiblemente por la precipitacion, ya que el mes de marzo empieza la época
lluviosa. Tener concentraciones de sulfatos bajas es bueno porque Segun Mera (2017),
el sulfato en altas concentraciones en el agua tiene un efecto laxativo cuando se
combina con calcio y magnesio, los dos componentes mas comunes de la dureza,

teniendo como promedio de agua de 0 a 20 meqg/I.
Coliformes Fecales

De acuerdo a la comparacion realizada de los analisis de laboratorio en conjunto con el
Acuerdo Ministerial 097 — A se pudo verificar que coliformes fecales se encuentra
dentro de los LMP, con 2,0 NMP/100 ml, en los meses de enero y marzo, este valor fue
referenciado para el andlisis de agua destinada para consumo humano y riego. Las
coliformes fecales se transfieren a través de las excreciones de los animales 0 humanos,
una de las principales es la Escherichia coli que es una bacteria que se encuentra en
grandes cantidades en el intestino humano, es asi para riego estas bacterias se adhieren a
las plantas y al ser consumidas pueden causar infecciones gastrointestinales y hasta la
muerte. (Marin, 2003)

Oxigeno disuelto

De acuerdo a los resultados obtenidos por parte del laboratorio se pudo identificar que el
oxigeno disuelto en el mes de enero es 5,60 mg/L, y en el mes de marzo 6,56 mg/L que
son valores por encima de los establecido en el Acuerdo Ministerial 097 — A, en el caso
del oxigeno disuelto son valores dptimos para seres vivos aerobios pues necesitan
oxigeno para realizar sus diferentes procesos metabdlicos, lo contrario que pasa con las

enterobacterias que son bacterias que crecen mucho mejor en ambientes con escaso
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oxigeno, pero hay que recalcar que las enterobacterias son anaerobios facultativos, es

decir, pueden vivir en ambientes con oxigeno a la fuerza.
Manganeso

De acuerdo al anélisis realizado, el manganeso en los meses de enero y marzo supera las
concentraciones establecidas por la ley propuesta en el Acuerdo Ministerial 097-A con
0,669 mg/L y 0,508 mg/L respectivamente, teniendo un declive en la concentracién
entre los meses de monitoreo, posiblemente se debe a que el primer analisis se realizo
en época de transicion y el segundo en época lluviosa, por lo cual, la precipitacion fue la
influyente en el decline de dicha concentracion. Segun Mejia (2010), la presencia de
manganeso en el agua provoca el desarrollo de ciertas bacterias que forman depdsitos
insolubles de estas sales, debido a que se convierte, por oxidacion, de manganoso en
solucién al estado mangéanico en el precipitado, similar a la del hierro. Ademaés, altas
concentraciones de manganeso en los seres humanos generan alteraciones emocionales

y mentales, conocidas como manganismo, sintomas parecidos al Parkinson.
Arsénico

Tomando en cuenta que segun la OMS considera el As perjudicial para el ser humano,
cuando se consume agua que tenga una concentracion de As superior a 10 pg L-1,
(Montoya, Hernandez, Escarefio, & Balagurusamy, 2015). Por lo tanto, la concentracion
de As presente en la quebrada supera lo establecido por la OMS, la norma INEN 1108
(Sexta Revision, 2019), y el Acuerdo Ministerial 097 — A, pues la concentracion en el
mes de marzo es 1,792 mg/L, pero en el mes de enero es 0,0334 mg/L sobre pasando los
LMP de las dos primeras leyes ya nombradas, lo cual es peligroso que sea consumida
por el ser humano vy utilizado para la agricultura pues tanto a corto y largo plazo puede

causar enfermedades crénicas como el cancer.

El cambio brusco existente en la concentracion de arsénico por la escorrentia presente
en el mes de marzo, posiblemente es porque empieza la época lluviosa por lo cual el
agua se filtra en el suelo arrastrando particulas presentes en el mismo como es el As, y

Ilevandole a la red de drenaje que es la quebrada Talahuanchana.
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11.4. Relacion entre presencia de enterobacterias con concentraciones de

arsénico
11.4.1. Cultivo madre

Al realizar el cultivo de bacterias de la muestra de agua obtenida el 11 de febrero a las
10:30 am a una altura de 3623 m.s.n.m. en el laboratorio y cultivada en el agar
MacConkey, que es un agar selectivo y diferencial, pues solo permite el crecimiento de
enterobacterias ya que actla como agente inhibidor de los demas microorganismos. Se
puede evidenciar en la muestra madre (Figura 18), el crecimiento correcto de tres
colonias (col-A, col-B y col-C), las mismas que se escogieron para realizar el
aislamiento en el agar nutritivo, las caracteristicas de estas presentan forma circular con
borde completo, y elevacion convexa, ademas dichas colonias son de color rojizo, con

halo turbio y se divisa la fermentacion de la lactosa en cido lactico.

Figura 18

Muestra madre en agar MacConkey a una concentracion 5 %%, cultivo de 72 horas-

enero

Col-A

Col-B

Col-C

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
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11.4.2. Aislamiento por el método de estrias

En el método de cultivo por estrias para aislar las colonias: col-A, col-B y col-C se
observa la abundancia en el crecimiento de los microorganismos (Figura 19), ya que el
cultivo se realizo en el agar nutritivo, que presenta las principales fuentes de desarrollo
bacteriano (carbono, nitrogeno, vitaminas, entre otros), para un crecimiento

exponencial. El color de las colonias dentro de las cajas Petri es amarillo opaco.
Figura 19:

Cultivo de colonias aisladas de agar MacConkey, y cultivadas en agar nutritivo,

concentracion 3 %%, cultivo de 24 horas-enero

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

11.4.3. Cultivo directo del agua al agar nutritivo por el método de

extension
Al cultivar directamente el agua de la quebrada Talahuchana en el agar nutritivo por el
método de extension, se distingue innumerables colonias de diversos colores (figura
20). En este caso se escogieron tres colonias diferentes (col-A2, col-B2 y col-C2), las
mismas que presentan caracteristicas diferentes tanto en color, forma, borde y elevacion

de su colonia.

En el caso de la col A2, presenta un color rojo, con forma circular, borde ondulado y
elevacidon convexa. Por otra parte, tenemos la col C2 que presenta un color amarillo
intenso, de forma circular, con borde liso y elevacion elevada. Por Gltimo, tenemos la

col B2 de color palido, forma circular, borde ondulado y elevacion plana.
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Figura 20:

Cultivo directo de agua en agar nutritivo por extension, concentracion 3 %%, cultivo

de 72 horas-marzo

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

11.4.4. Tinciéon de Gram

Se observa las placas (Figura 21), donde se realizo la técnica de tincion de Gram para el

mes de enero y poder ver las bacterias en el microscopio.

Figura 21

Placas de tincion Gram del frotis de inéculo de microorganismos obtenidos de las

colonias aisladas de Agar nutritivo seccion 11.4.2- enero

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

Se observa las placas (figura 22), donde se realizé la técnica de tincion de Gram para el
mes de marzo y poder ver las bacterias en el microscopio.



61

Figura 22

Placas de tincion Gram del frotis de in6culo de microorganismos obtenidos de las

colonias de Agar nutritivo- marzo

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

La Figura 23, representa en detalle la observacién al microscopio de las placas de

tincién Gram obtenidas a partir de un indculo de los cultivos en agar nutritivo 3 %% de

las colonias col A, col B y col C respectivamente. Al visualizar en el microscopio (lente
S100X) las imagenes B y C de la Figura 23 se distingue bacterias pintadas de color
rojizo, en cambio en la imagen A existen microorganismos tefiidos de un color rosado.
Es decir, las tres muestras son bacterias de tipo Gram negativo debido a su respuesta
frente a la tincion Gram. Ademas, en la Figura 23 B y C se distingue de mejor manera la
forma de las bacterias, las cuales corresponden al tipo bacilo y segin la escala
micrométrica dichas bacterias miden aproximadamente entre 2 a 3 um. Por otra parte,
en la Figura 23 A se aprecia con dificultad la forma de las bacterias, pero posiblemente

también podria corresponder a la forma bacilliar con una medida similar.
Figura 23:

Tincion Gram de bacterias observadas al microscopio en lente S100X. A. Frotis de
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colonia col-A. B Frotis de colonia col-B y C Frotis de colonia col-C.

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

La Figura 24, representa detalladamente la observacion al microscopio de las placas de

tincion Gram, obtenidas a partir del cultivo directo de agua en agar nutritivo por

extension, 3 %%, de las colonias col A2, col B2 y col C2 respectivamente. Al visualizar

en el microscopio (lente S100X) la imagen A2 presenta microorganismos tefiidos de un
color rosado Gran negativo, en cambio las imagenes B2 y C2 se distingue bacterias
pintadas de color morado, Es decir, las dos ultimas muestras son bacterias de tipo Gram
positivo debido a su respuesta frente a la tincion Gram. Ademas, en la Figura 24, A2 y
B2 se distingue de mejor manera la forma de las bacterias, las cuales corresponden al
tipo bacilo y segun la escala micrométrica dichas bacterias miden aproximadamente
entre 3 a 4 um. Por otra parte, se aprecia C2 con dificultad la forma de las bacterias,

pero posiblemente son estafilococos.
Figura 24

Tincion Gram de bacterias observadas al microscopio en lente S100X. A. Frotis de

colonia col-A. B Frotis de colonia col-B2 y C Frotis de colonia col-C2, posiblemente

estafilococos Gram (+).

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

Como se menciono previamente la muestra madre (figura 18), tenia bacterias de tipo
entérico, tras el analisis de tincion Gram se determind que eran bacterias Gram
negativas, con una medida aproximada de 2 a 3 um (Figura 23), estas tres observaciones

nos permiten posiblemente definir a un Escherichia dentro de nuestros resultados.
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Dicha suposicién es probable porque la cepa Escherichia muestra una mejora
significativa en la capacidad de acumulacién hacia especies de As orgénicas e
inorganicas en el agua con alta selectividad y afinidad, ya que la célula presenta el
potencial de eliminar especies de As organico, especialmente As metilado. (Yang, Liu,
& Gu, 2013).

Asimismo, el cultivo directo de agua en agar nutritivo (figura 20), poseia diversidad de
bacterias Gram positivo y Gram negativo como se observo en la tincién de Gram (figura
24), encontrandonos probablemente con el género Psudomona, pues la bibliografia
sugiere que son una especie de bacteria calcificadas, que resiste el arsénico y lo
transforma a través de un proceso de oxidacion. Los investigadores aprovecharon estas
propiedades para crear un estanque o biorreactor donde las Pseudomonas sp. quedan
inmovilizadas en un soporte inerte (Leighton, 2018). Por lo cual son bacterias sometidas
a concentraciones letales de As, por su resistencia al compuesto, definiendo posibles
futuros usos de este tipo de bacterias en la aplicacion de herramientas para
biorremediacion. Por lo cual, aumenta la posibilidad de que la bacteria encontrada
corresponde al género Pseudomonas, porque este género también se caracteriza por ser
un bacilo Gram negativo. Planteando una nueva posibilidad que las colonias aisladas e
identificadas en el presente estudio también podrian pertenecer a este género. Por lo
tanto, los autores nombrados anteriormente expresan que las enterobacterias
especificamente la Escherichia y Pseudomonas, resiste un habitat con concentraciones
de arsénico como en el caso de nuestra zona de estudio que presenta hasta 1,792 mg/L
(mes de marzo), existiendo una mayor posibilidad que la colonia obtenida en los
resultados sea posiblemente alguna cepa de Escherichia.

12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O
ECONOMICOS)

Impacto social

La salud de las poblaciones que consumen el agua proveniente de la quebrada
Talahuachana se ve afectada, debido a que dicha agua se encuentra contaminada con
metales pesados entre ellos incluido el As, el mismo que es de origen natural, afectando
asi a la poblacién ya que al consumir dicha agua esté ingiriendo pequefias cantidades de

As, causando enfermedades crénicas y agudas. El impacto social de la investigacion es
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dejar un insumo para que la comunidad cientifica y del municipio del canton Latacunga

realicen biorremediacion disminuyen de esta forma la concentracion de As.
Impacto ambiental

La contaminacion del agua en el lugar es de origen natural, debido a que las aguas de la
quebrada Talahuachana provienen de fuentes naturales de las faldas de los Illinizas, al
ser de origen natural ha afectado negativamente no solo al ser humano sino también al
ambiente, perjudicando asi a la flora y fauna existente del lugar, debido a que el agua
proveniente de la quebrada es utilizada para la produccion de riego de cultivos de ciclo
corto y largo, como también a la ingesta de varios animales, generando que algunos
productos se vean interrumpidos en su crecimiento debido a la concentracion de As en
productos alimenticios. Mencionando también que la parroquia de Toacaso se
caracteriza por ser un sector agricola y ganadero, por lo que la poblacion ha extendido
areas para agricultura y ganaderia, afectando significativamente a la vegetacion nativa
del lugar, generando que el sector se vaya erosionando debido a la pérdida de cobertura

vegetal.

13.  PRESUPUESTO

Para la elaboracion del trabajo de investigacion se tomo en cuenta aspectos importantes,
los mismos que permitirian llevar a cabo el proyecto ya establecido, teniendo en cuenta

el presupuesto que se iba a utilizar durante el tiempo de duracion del mismo.

Tabla 14
Presupuesto del proyecto
Recursos PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL
PROYECTO
Descripcion Cantidad | Unidades | Valor Valor
unitario | total
Material de | Papel Bond 2 Paquetes 3.00 6.00
oficina Impresiones 6 20.00 120.00
Anillado 6 5.00 30.00
Subtotal | 156.00
Equipo de | Mascarillas 10 Unidades 0.25 2.50
proteccion | Mallas para el 5 Unidades 0.20 1.00
cabello
Mandil 2 Unidades 20.00 40.00
Guantes latex 6 Pares 0.75 4.50
Botas 2 Pares 9.00 18.00
Subtotal 66.00
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Laboratorio | pH 1 Parametro 4.92 4.92
Arsénico 1 Parametro 13.58 13.58
Manganeso 1 Parametro 14.09 14.09
Sulfatos 1 Parametro 7.59 7.59
Oxigeno 1 Parametro 7.00 7.00
disuelto
Coliformes 1 Parametro 16.09 16.09
fecales
Agar Nutritivo 1 Onza 9.00 9.00
Agar 1 Onza 14.00 14.00
MacConkey
Cajas Petri 2 Unidades 9.00 9.00
Porta y Cubre 7 Unidades 14.00 14.00
objetos
Alcohol 1 Unidad 4.80 4.80
Agua destilada 4 Unidades 1.50 6.00
Lugol 1 Unidad 7.00 7.00
Safranina 1 Unidad 4.00 4.00
Azul de 1 Unidad 13.00 13.00
metileno

Subtotal | 131.47
Otros Transporte 19 120.00 120.00
salida de campo
y laboratorio
Alimentacion 3 80.00 80.00
Subtotal | 200.00
TOTAL | 553.47

14. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys

14.1. Conclusiones

» La caracterizacion biofisica presente en la zona de estudio (3600 y 37000 m.s.n.m.)

indica que la mayor fuente natural de arsénico se debe a la presencia de una

geologia de ceniza volcanica (11%) y abundante roca cangahua (89%). Estas

caracteristicas se dan principalmente debido a que existen varios volcanes cerca de

dicha zona: los llinizas y Corazén. El clima (subhimedo con pequefio déficit de

agua, mesotérmico templado frio), la precipitacion (500-750 mm) y la temperatura

(8-10 °C), por su parte también determinan un papel importante en la presencia de

arsénico presente en el agua de la zona de estudio, ya que de estas tres

caracteristicas depende que la concentracion de As aumente o disminuya en la

quebrada Talahuachana.
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» Se evaluo la concentracion de arsénico presente en el agua de la zona de estudio,
encontrandose concentraciones que bordean los 0,0334 mg/L en enero y 1,792 mg/L
en marzo. Estos valores comparados con la normativa en referencia indican por el
Acuerdo Ministerial 097-A no supera los LMP en el primer caso, pero en el segundo
analisis si sobre pasa los LMP, en cambidn en la norma INEN descrita para calidad
de agua de consumo supera los LMP. Sugiriendo que el agua no podria ser habil
para riego ni para consumo humano. De igual manera, segin la OMS estas
concentraciones son toxica para el ser humano ya que sobrepasa la tolerancia del ser
humano, por lo que el consumir agua con altas concentraciones de As es capaz de
generar problemas a la salud a corto y largo plazo como enfermedades
cardiovasculares, neurotoxicidad, diabetes y en el peor de los casos cancer.

» El resto de parametros que fueron analizados (pH, sulfatos, coliformes fecales y
oxigeno disuelto) presentaron concentraciones dentro de los LMP. Sin embargo, el
manganeso si sobrepasan dichos limites, confirmando que el agua de la quebrada
Talahuachana no deberia ser consumida por el ser humano ni utilizada para la

agricultura.

» La relacion entre las enterobacterias y la presencia de arsénico, propone que los
microorganismos aislados son tolerantes al arsénico en el agua, ya que los cultivos
presentaron crecimiento. La caracterizacion y trazabilidad microbioldgica sugiere
que los cultivos aislados corresponden a Bacilos Gram negativos fermentadores de
lactosa, de aproximadamente 2 a 3 um, por lo cual se podria suponer que las
bacterias presentes en estos cultivos pertenecen al género Escherichia, el cual es
ampliamente conocido como una enterobacteria comin y recientemente se ha
identificado su potencialidad como posible biorremediador en tecnologias de
remocion de contaminantes en tratamiento de agua residual. Concluyendo que este
hallazgo podria generar nuevas alternativas de remocion microbiana de As mediada

por Escherichia.

14.2. Recomendaciones

+ Realizar en la zona de estudio el muestreo de arsénico en diferentes épocas:
lluviosa y seca, ya que la influencia de la precipitacién podria alterar la

concentracion del compuesto en la quebrada Talahuachana.
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+ Se recomienda realizar monitoreos continuos debido a los pardmetros fisico
quimicos y bioldgicos analizados anteriormente, con el fin de verificar el estado
actual sobre la calidad del agua, permitiendo asi evitar el consumo de agua

contaminada por el exceso de arsénico y manganeso de origen natural.

¢ Para futuras investigaciones se recomienda realizar nuevos ensayos de
evaluacion de enterobacterias en especial del género Escherichia como

microorganismo de remocion de arsénico del agua.

¢ Para estudios posteriores se recomienda aislar bacterias de la zona a una
elevacion de 3623 m.s.n.m., ya que existe una gran diversidad y en ellas

encontramos al género pseudomona que ayuda a la remocién de arsénico.
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16. ANEXOS

Anexo 1

Reconocimiento de la zona de estudio ubicado en la quebrada Talahuachana

RECONOCIMIENTO DEL AREA A MUESTREAR

Quebrada Talahuachana
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Identificacion de la zona a muestrear

Ubicacion del punto 6 para la toma de las

muestras.

Toma de muestras en la quebrada Talahuachana

Muestreo realizado de los pardmetros fisico-quimicos y microbiolégicos de la

guebrada Talahuachana.

Preparacion de las muestras para el traslado al laboratorio LANCAS-QUITO
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Muestra de agua correctamente etiquetada y envasada

Traslado de las muestras al Laboratorio LANCAS

Recepcion de las muestras para su respectivo analisis

Elaborado por: Rueda Tatiana y Villegas Paul

Anexo 2: Recoleccion de la muestra de agua para el cultivo de microorganismos
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Recoleccion de la muestra para el cultivo de microorganismos

Quebrada Talahuachana

&

Recoleccion de la muestra Transporte de las muestras al laboratorio

Preparacion de los medios de cultivo

Agar MacConkey a una concentracion Agar Nutritivo a una concentracion 3 %
5%
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Muestra madre en agar MacConkey | Aislamiento por el método de estrias en agar

nutritivo

No existe crecimiento de microorganismos en el segundo muestreo, en agar

MacConkey

&F
C -
.‘;‘
o T

Reactivos para la elaboracion de

tincién de Gram

Placas de tincion Gram de microorganismos
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5 um

Resultados obtenidos de las enterobacterias observadas al microscopio en lente S100x

Elaborado por: Rueda Tatiana & Villegas Dennys
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Anexo 4: Informe de resultados del laboratorio LANCAS mes de enero
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LANCAS

Labwruturin Nactursal de Calidad e
Agteas 3 Sedime s

INFORME DE RESULTADOS
RC38-06 N*. 22025
Pag. 1de3

|usuuuo:

PERSONA DE CONTACTO:

DIRECCION: Latacunga
TELEFONO CONVENCIONAL / CELULAR: | No Reporta [ 0970287057 ]Emu | geomayra cali30AS@ulc edu ec
METODO DE MUESTREO: No Aplica
FECHA Y HORA DE RECEPCION DE LAS 5
MUESTRAS: 19/1/2022 I 16H25 I ot ‘ 22-005
LUGAR DE ANALISIS: LANCAS: Nuafiez de Vela N386-15 y Corea
FECHA DE ANALISIS: 18/1/2022 E 271112022
FECHA DE EMISION DEL INFORME: 281112022

INFORMACION DE LA MUESTRA:

Cédigo del Lugar de |Fecha de | Hora de
Matriz Identificacion o Codigo toma de toma de | toma de Coordenadas

mboratorio muestra | muestra | muestra
Quebrada 752665
M-22-025 | Agum Natural Punto 6 Tal i 19/1/2021| 10H10 9921827

Observaciones / Condicién de racepcién 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 fotal ni parcialh salvo autorizacion escrita de LANCAS.

Los resultados soio se refieren a las muestras analizadas. LANCAS declina toda responsabilidad por ef uso de los
resultados squl presentados.

Este informe no es valide sin la firma del Coordinador de Laboratonio y el seffo de LANCAS

Ei labcratorio se hace responsabie de toda la informacién suministrada en el informe, exceptc de la informacion

prop porel . {Los datos propor dos por €l UsUBNo s MmUestran en gris),

Los resultados se aplican a la muestra tal como se recibio. LANCAS toda resp bilidad por e! st
realizado

Lancas no ré decl; de conformidad con una especificacién o la norma y la regla de decision.
NR: No Reparia

NA No Apiica

Direccidn: Ifaquito N36-14 y Corea - Teléfonos: 3871-100, ext. 1201, 1202
Email lcartagena@inamhi_gob ec
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LANCAS
Lobaradurss Nactonal de Calntad e
Apsa b Sedblinewivg
INFORME DE RESULTADOS
RC38-06 N°. 22.025
Pag 2de3

Parametros ""S:é";’“ Método de Referencia Unidades Valor
Siandard Methods £d 23,

pH et 2017 4500 H' B Upi boach
Standard Methods Ed 23,

Ao PEA 2017. 3114 B Modificado gl 33380
Standard Methods Ed 23,

Manganeso PE30 2017. 3111 B mglL. 0.669

Sulfatos PE4S HACH No 8051 12/09 7 ed molL 8475
Standard Methods £d 23, "

Oxigeno Disuelto PE46 2017. 4500-0 C malL 5.60"
Standard Methods Ed 23,

Coliformes lecales PEMID2 2017. 9221 E 1 Modifi NMP/100 mi 20

REFERENCIAS Y OBSERVACIONES:

*™ Los valores reportados se encuentran fuera del aicance de Acreditacién del SAE™
" Los resultados de ensayo podrian estar afectados por condiciones de recepcion de la muestra®

o 4
me‘ por:
Cra Cartagena
QLM{M
Etﬂ&fﬂl.; -0

- ,Onl
ORAT
“BE CALIDAD
Y mm\iNTD

Direccson: Ifaquito N36-14 y Corea - Teléfonos: 3871-100, ext. 1201, 1202,
Email:lcartagena@inamhi gob ec
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Anexo 4: Informe de resultados del laboratorio LANCAS mes de marzo
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INFORME DE RESULTADOS

RC38-0a N®. 22-085
Pag. 2ded
Parametros LAH':!:H.;.S Matodo de Referencia Unidades Valor
- Standard Methods Ed 23, - -
Arsenico PEDM 2017 3114 B Moditeado uglL 1782 871
Standard Methods Ed 23,
Manganeso PEXD 2097 3111 B mig'L 0,508
Sulfatos PE4S HACH Mo 8051 12792 7 ed gL 47.32
, ] Standard Methods Ed 23, "
(Onogeno Disuelio PE4E 9017 45000 C mig'L 6 5Bl
Standard Methods Bd 23, ,
Colformes fecales PEMIOZ M7 9721 E 1 Maodfi NKPM00 mi 20
REFERENCIAS ¥ DBSERVACIOMNES:

"% | s valores reporiados se encuenitan fuers def alcance de Acredifacion del SAET
=" | o5 resukados de ensayo podiian esfar afecfados por condiciones de recepoion de fa muestra™

!
Auorizaso por
Cra. Jeansth Cartagena
Coordinador de Laboratorio
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INFORME DE RESULTADOS
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Upivgrsidad
Tecnica de CENTRO DE IDIOMAS
otopaxi
AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad
Técnica de Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que:

La traduccion del resumen del proyecto de investigacion al idioma Inglés cuyo titulo
versa: “TRAZABILIDAD MICROBIOLOGICA DE ENTEROBACTERIAS EN
SITIOS POCO MONITOREADOS Y CONTAMINADOS CON ARSENICO
PROVENIENTE DE FUENTES NATURALES ENTRE LOS 3600 Y 3700
M.S.N.M. EN LA PARROQUIA DE TOACASO”, presentado por Rueda Santo
Tatiana Lisseth y Villegas Pazmifio Dennys Paul, estudiantes de la carrera de Medio
Ambiente perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales, lo realizaron bajo mi supervisién y cumple con una correcta estructura
gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a los peticionarios hacer
uso del presente certificado de la manera ética que estimare conveniente.

Latacunga, 29 de marzo del 2022,

Atentamente,

Lic. Edison Marcelo Pacheco Pruna Mg.
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS
C.C. 050261735-0

Anexo 5: Aval del traductor



