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RESUMEN

El arsénico es un compuesto inorganico altamente toxico que puede ser facilmente encontrado
en fuentes de agua subterraneas y superficiales. En la actualidad los habitantes de la parroquia
de Toacaso utilizan agua contaminada principalmente para consumo humano y agricultura. Esta
investigacion tiene como objetivo el enriquecimiento de microorganismos con capacidad de
tolerancia a presencia de arsénico de 4 muestras proveniente del efluente hidrico de la Quebrada
Talahuachana a una altitud de 3400 a 3700 msnm utilizando 3 diferentes fuentes de carbono.
Los analisis de arsénico realizados en un laboratorio acreditado a las muestras de cuatro puntos
diferentes del efluente hidrico muestran una cantidad trescientas veces mayor que la permitida
por la normativa legal vigente de nuestro pais. La aplicacion de un indice internacional para
evaluar la calidad del agua y las altas concentraciones de arsénico determinan que no es apta
para ser consumida ni utilizada para la agricultura por ser un compuesto bioacumulador. El
enriquecimiento parte de la determinacion de un medio habil de crecimiento aplicado muestras
de agua con microorganismos que se han ido adaptando al medio acudtico con contenido de
arsénico durante muchos afios. Los enriquecimientos fueron evaluados con diferentes fuentes
de carbono como fructosa al 99.8%, maltosa al 97.6% y vitamina c al 99.9%, esta tltima fue
poco eficiente en comparacion con las demas fuentes, asi como también otros compuestos
inorgdnicos que actuaron como fuente metabolica de electrones. Se realizé el cultivo de
microorganismos en el que se obtuvo una cantidad optima de colonias bacterianas reproducidas
en agar nutritivo enriquecido con las mismas fuentes de carbono, esto con el fin de no cambiar
su medio original antes propuesto, para posteriormente cuantificar las unidades formadoras de
colonias en cada fuente de carbono y en cada punto de muestreo. Finalizado el proceso de
enriquecimiento y siembra de microorganismos se debe aislar los cultivos bacterianos en forma
de estrias con el objetivo de mantener apartadas las cepas mas predominantes de la misma
especie que serviran para futuras investigaciones donde serdn usadas como agentes reductores
de arsénico y puedan disminuir su concentracion, aportando a nuevas estrategias de
biorremediacion.

Palabras clave: Arsénico, biorremediacidn, enriquecimiento bacteriano, metales pesados.
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THEME: "ESTABLISHMENT OF ENRICHMENTS AND ISOLATION OF
BACTERIAL CULTURES WITH ARSENIC TOLERANCE CAPACITY FROM
FRESH WATER BODIES IN THE PARISH OF TOACASO, CANTON LATACUNGA,
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AUTHOR: Barriga Almachi Luis Miguel
ABSTRACT

Arsenie is a highly toxic inorganic compound that can be easily found in groundwater and
surface water sources. At present, the inhabitants of Toacaso parish use contaminated water
mainly for human consumption and agriculture. The objective of this research is the enrichment
of microorganisms with arsenic tolerance capacity in 4 samples from the witer effluent of the
Quebrada Talahuachana at an altitude of 3400 to 3700 meters above sea level using 3 different
carbon sources. The arsenic analysis carried out in an accredited laboratory on samples from
four different points of the water effluent showed an amount three hundred times higher than
that allowed by the current legal regulations in our country. The application of an international
index to evaluate water quality and the high concentrations of arsenic determine that it is not
suitable for consumption or agricultural use because it is a bio accumulative compound.
Enrichment is based on the determination of a suitable growth medium applied to water samples
with microorganisms that have been adapting to the arsenic- containing aquatic environment
for many years. The enrichments were evaluated with different carbon sources such as fructose
at 99.8%, maltose at 97.6% and vitamin C at 99,9%, the latter was not very etficient compared
to the other sources, as well as other inorganic compounds that acted as & metabolic source of
electrons. The culture of microorganisms was carried out in which an optimum number of
bacterial colonies was obtained, reproduced in nutrient agar enriched with the same carbon
sources, in order not to change the original medium previously proposed, to later quantify the
colony-forming units in each carbon source and at each sampling point. Once the process of
enrichment and seeding of microorganisms is inished, the bacterial cultures should be isolated
in the form of streaks in order to keep apart the most predominant strains of the same species
that will be used for future research where they will be used as arsenic reducing agents and can
reduce its concentration, contributing to new bioremediation strategies.

KEYWORDS: Arsenic, bioremediation, Bacterial enrichment, Heavy metals.
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1. INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto:

“Establecimiento de enriquecimientos y aislamiento de cultivos bacterianos con capacidad de
tolerancia a presencia de Arsénico a partir de cuerpos de agua dulce en la parroquia de Toacaso,

canton Latacunga, provincia de Cotopaxi durante el afio 2022”

Lugar de ejecucion:

Quebrada Talahuachana, Parroquia Toacaso, Cantén Latacunga, Provincia de Cotopaxi.
Institucion, unidad académica y carrera que auspicia

Universidad Técnica de Cotopaxi, Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales,

carrera de Ingenieria en Medio Ambiente.

Nombres de equipo de investigacion:

Tutor: Ing. Eliana Amparito Boada Cahuefias Ph D.
Estudiante: Sr. Luis Miguel Barriga Almachi

LECTOR 1: Ledo. Joseline Ruiz.

LECTOR 2: Ledo. Jaime Lema

LECTOR 3: Ledo. Javier Irazabal

Area de Conocimiento:

Ciencias Naturales, Medio Ambiente, Ciencias Ambientales.
Linea de investigacion:

Analisis, conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad local.
Sub- linea de Investigacion de la Carrera:

Manejo y conservacion del recurso hidrico

Linea de Vinculacion de la Facultad:

Gestion de Recursos Naturales, Biodiversidad, Biotecnologia y Genética, para el Desarrollo.







2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO
El recurso hidrico es fuente de vida e indispensable para el desarrollo de la sociedad
actual, comprende el 70% de la superficie del planeta (Fernandez, 2017). En un medio hidrico
existen varias maneras de contaminar este recurso e influir negativamente en su regeneracion
tales como: el desarrollo industrial y el crecimiento poblacién generando contaminacion y
escases (Garcia, 2002). En la actualidad existe la contaminacion de origen biogénico en el que
acttian los procesos de meteorizacion y mineralizacion como agente contaminante de origen

natural (K. Romero ef al., 2014).

En la Parroquia de Toacaso entre el piso altitudinal que va desde los 3400 a 3700 msnm
se encuentra el efluente hidrico de la quebrada Talahuachana, el cual presenta contaminacion
por metales pesados de origen biogénico en especial Arsénico (As) (Toapanta, 2022). En la
actualidad los habitantes tienen desconocimiento total sobre la alta concentracion de dicho
compuesto inorgdnico que se encuentra presente en el agua que consumen y usan para regadio,
representando asi un alto nivel de riesgo de contaminacion en la flora y fauna de su zona puesto
que la mayoria de productos que cultivan en la zona son potenciales bio acumuladores que
después distribuyen en plazas y mercados cercanos.(Pabon er al., 2020). Por lo cual es
indispensable crear nuevos métodos de remocion y tratamiento del agua potable con el fin de
cumplir con los parametros fijados por la autoridad competente ya que en la zona actualmente

su valor sobrepasa por mucho el minimo requerido (Alarcon ef al., 2013).

Para enriquecer y aislar microorganismos tolerantes al arsénico es necesaria la
evaluacion de tres fuentes de carbono diferente que aporten en el crecimiento y desarrollo de
las bacterias presentes en las aguas provenientes de la Quebrada Talahuachana en la parroquia
de Toacaso. Para lo cual se requiere estandarizar un medio héabil para que las bacterias se
desarrollen y a futuro puedan mantenerse estables para formar grupos de colonias visibles
aisladas. La presente investigacion aporta a nuevos estudios basados en estrategias de bio
remediacién de aguas superficiales con el fin de disminuir, contrarrestar y restaurar los altos
niveles de arsénico que son liberados al cauce producto de la mineralizacion de las rocas de

origen natural. (Alvarez etal, 2017).







3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
Los principales beneficiarios del proyecto de investigacion son la poblacion aledafia a la
Quebrada Talahuachana y los estudiantes de la carrera de Ingenieria en Medio Ambiente de la

Universidad Técnica de Cotopaxi.

Tabla 1: Beneficiarios del Proyecto

BENEFICIARIOS DIRECTOS BENEFICIARIOS INDIRECTOS

Poblacion de la Parroquia de Toacaso | Estudiantes de Ing. En Medio Ambiental

Hombres: 3738 Hombres: 201
Mujeres: 4057 Muyjeres: 321
Total: 7685 Total: 522

Poblacion parroquia Toacasoy UTC

Fuente:(INEC, 2010) (Universidad Técnica de Cotopaxi , 2020)

4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

En la actualidad, en 20.7% de la poblacion del Ecuador consume agua contaminada lo
cual genera preocupacion desde un punto de vista médico y de salud (INEC, 2018). Constituye
un problema a nivel nacional que se va agravando con el paso del tiempo por la falta de atencion
por parte las autoridades (Naciones Unidas, 2019). Generalmente su procedencia es de un
origen antropogénico y/o biogénico el cual termina con facilidad en el cauce de rios y lagos. El
grado de toxicidad del arsénico va a depender de su formacioén quimica, asi como del nivel de
concentracion que contenga (Giaverini, 2015). En el mundo més de 140 millones de personas
consumen agua con niveles de arsénico por encima lo valores minimos de acuerdo a su

ubicacion geografica y nivel de industrializacion (Carabantes & Fernicola, 2003).

Los yacimientos mas comunes de origen biogénico se derivan del volcanismo y la
actividad hidrotermal, misma que se puede encontrar en la cordillera de los andes en el Ecuador.
El arsénico de dicho origen se puede encontrar en estado de oxidacion (III) y (V), con un pH
con bajo contenido de alcalinidad (Sharma ef al., 2021). El consumo de este tipo de agua con
niveles de arsénico elevados puede generar sintomas como: céncer, alteraciones a la piel,
neurosis, nauseas e hipertension, es por eso que el agua necesita pasar por un proceso de

filtracion y saneamiento antes de ser distribuida a la poblacion (Tapia ef al., 2019).







De acuerdo a Isch, (2011) se estima que el 65% de las aguas superficiales en el Ecuador
que discurren por debajo de la cota de los 2000 msnm no son aptas para el consumo humano y
por lo tanto se consideran como contaminadas. Dentro del control de calidad del agua para usos
y/o aprovechamientos se requiere monitorear constantemente dicho recurso para cumplir con
los criterios de calidad de acuerdo al uso. Al mantener estos controles se podria prevenir y
contrarrestar problemas de contaminacion en principales cultivos de la zona y evitando la
ingesta de agua contaminada (INEN, 2013). En la actualidad los proyectos de bio remediacion
del agua han sido nulas por parte de las autoridades, es asi que la implementacién de nuevas

técnicas de remocion de metales pesados beneficiaria a la poblacion de la parroquia de Toacaso.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
e Establecer enriquecimientos y aislar cultivos bacterianos con capacidad de
tolerancia a presencia de arsénico a partir de cuerpos de agua dulce en la

parroquia de Toacaso.

5.2 Objetivo Especifico

e Establecer enriquecimientos de microorganismos tolerantes a la presencia de
arsénico como donador/aceptor de electrones utilizando como fuentes de
carbono fructosa y maltosa.

e Establecer enriquecimientos de microorganismos tolerantes a la presencia de
arsénico como donador/aceptor de electrones utilizando como fuente de carbono
vitamina c.

e Aislar consorcios bacterianos tolerantes a la presencia de arsénico como

donador/aceptor de electrones y diversas fuentes de carbono y energia.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS
Descripeion de actividades a desarrollar en los objetivos con su respectiva metodologia y

resultados. Tabla 2







Tabla 2: Objetivos y actividades

Objetivos Actividades Metodologia Resultado
Ol. - Establecer
enriquecimientos de
microorganismos Establecimiento de )
_ ' o Obtenciéon de un
tolerantes a la presencia | medio de | Determinaciéon  de .
. . . . . . . . medlo de
de  arsénico  como | enriquecimiento  habil | enriquecimientos con ) o
enriquecimiento
donador/aceptor de | con fuente de carbono | fuentes de carbono _
= habil para el
electrones utilizando | fructosa y maltosa aptos | fructosa y maltosa en o
_ crecimiento de
como fuentes  de | para el desarrollo de | laboratorio. . )
_ ) microorganismos.
carbono  fructosa y | microrganismos.
maltosa.
02.+ Establecer
enriquecimientos  de oy
_ ) Establecimiento de )
microorganismos _ o Obtenciéon de un
| medio de | Determinacion ~ de .
tolerantes a la presencia ' o . ) o medio de
) enriquecimiento  habil | enriquecimientos con . o
de  arsénico  como enriquecimiento
con fuente de carbono | fuentes de carbono _
donador/aceptor de| o habil para el
= vitamina ¢ aptos para el | vitamina c en e
electrones  utilizando ) crecimiento de
desarrollo de | laboratorio. . .
como fuente de carbono | ) mICroorganismos.
o microrganismos.
vitamina c.
03.- Aislar
consorcios bacterianos
tolerantes a la presencia | Separar consorcios | Aislamiento de | Obtencion de
de arsénico como | bacterianos con | consorcios cultivos puros de
donador/aceptor de | capacidad de tolerancia | bacterianos por | bacterias tolerantes a
electrones y diversas | a arsénico (As) en | estrias en el | la  presencia de
fuentes de carbono y | cultivos puros. laboratorio. arsénico.

energia.

Elaborado por: Barriga Luis







7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1 Recurso hidrico
El recurso hidrico es parte del patrimonio natural de un pais. Se le atribuye una gran
importancia en la sociedad ya que es un derecho humano definido por las Naciones Unidas
(Naciones Unidas , 2019). Convirtiendo este liquido en un recurso vital y necesario para la
humanidad. El agua constituye el 70% de la superficie de la tierra, encontrandose en sus tres
estados de la naturaleza: solido, liquido y gaseoso (Mufioz, 2019). Su gestion debe ser manejada

con responsabilidad para que exista un correcto uso y asignacion (Isch, 2011).

Figura 1: Gestion del agua en América Latina

Quienes no fienen
acceso a agua
pd@loulhan

cislemas
agua embotellada

Fuente: (Scidevnet, 2021)

Hoy en dia, se utiliza para diferentes actividades biologicas e industriales es por ello
que es muy demandada en sectores como: agricolas, industriales, ganaderas, mineras,
energéticas y de consumo humano. Ademads, este recurso se encuentra vulnerable ante la
contaminacion antropogénica y el poco interés en el saneamiento posterior a su liberacion a los

causes natrales (Martinez Valdés & Villalejo Gareia, 2018).

Figura 2: Usos principales del agua

5% - e
= Industria y mineria

B Dpmeéstico
B Ganaderia

w Agricultura

Fuente: (Scidevnet, 2021)







7.1.1 Importancia del agua

El agua es indispensable para la vida y se destaca por la importancia en la vida en
cualquier region del mundo (ONU, 2018). El agua es primordial al ser un liquido que todo ser
humano necesita es por ello que se debe resaltar la calidad y su cuidado para garantizar el
bienestar de los seres vivos. Con su cuidado se pueden evitar enfermedades que cada vez son
mas frecuentes por la contaminacion que recibe a diario debido a sustancias que provienen de
diferentes origenes (Pabon er al, 2020). En las ultimas décadas se evidencio la elevada
contaminacion que recibe y pueden llegar a esparcirse de manera directa a través del uso de
contaminantes en el sector industrial que después terminan en depoésitos de aguas subterraneas

o indirectas por la mineralizacion de las rocas de origen volcanico (Bose & Chakraborty, 2016).

7.1.2 Calidad del agua

Es el conjunto de caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas que contiene el agua a
partir de su origen y dependera de las condiciones geograficas, asi como también la incidencia
antropogénica de industrias, ganaderia y agricultura. La calidad depende del saneamiento y
tratamiento que se le aplique antes del consumo por la poblacién (Modiegi et al., 2020). Durante
todo el trayecto del agua de origen natural esta debe ser evaluada de acuerdo a la normativa de
un pais, y sera verificada por un delegado del departamento. (SENAGUA, 2016). La demanda
es un factor que sigue creciendo, es asi que la gestion y el cuidado del recurso es importante
para la distribucién de un agua de calidad ptima que garantice el bienestar humano (UNESCO,

2019).

7.1.3 Parametros fisico-quimicos

Son herramientas para el desarrollo de investigaciones que sirven para evaluar la calidad
del agua, a través de la determinacion de las propiedades fisicas y quimicas. Dichos pardametros
pueden ser evaluados de forma individual o en forma grupal (Garcia, 2013). Generalmente se
usan para monitorear fuentes afectadas o para conocer de su informacién principal, misma que
sera utilizada para su estudio y posible remediacion o estabilizacion segun el nivel de
afectacion. De acuerdo a la metodologia de aplicacion se utilizan dos o mas pardmetros de
valoracion de calidad, esto con el fin de aportar con informacion importante del estado actual
(Samboni ef al., 2007). Para el andlisis es recomendable utilizar ambos tipos de pardmetros
puesto que en un inicio la informacién que aporta es minima y muchas veces es cercana a un

margen de error de los equipos (Londofio, 2013).







7.1.3.1 Temperatura
Es una medida de la energia cinética presente en las moléculas de agua y se miden en
escala lineal de grados Centigrados o Fahrenheit. Es un parametro fundamental en la
determinacion de la calidad del agua e influye en la velocidad de la fotosintesis, cantidad de
oxigeno, estivacion de microrganismos acudticos y la sensibilidad de organismos (De La Mora-

Orozco et al., 2020).

Figura 3: Tabla de temperaturas segiin presion atmosférica

Altitud sobre el Presidn Punto de ebullicién a
Nivel Del Mar Atmosfénca Presion Atmosférica
[m] [kPa] ['C]
0 101 100
500 95 98
1000 89 96
1500 84 95
2000 79 93
2500 74 92
3000 69 20
3500 65 88
4000 61 86

Fuente: (Isch, 2011)

7.1.3.2 pH

Es una unidad de medida que hace referencia a una solucion acida o alcalina,
especificamente determina la cantidad de iones de hidrogeno en medida de logaritmo de base
10 (log') de la actividad del ion. Las soluciones con pH menor a 7 se consideran acidas y
mayores a 7 son alcalinas. (Vazquez & Rojas, 2016). En el agua de consumo humano se debe
determinar el grado de acidez o alcalinidad para que pueda ser expendida, es por ello que este
parametro es el principal para determinar la calidad del agua (Pérez, 2016). En el agua de origen
natural se destaca la importancia de mantener un pH optimo en el agua natural por las multiples
reacciones fisicas y quimicas de los microorganismos acuaticos en relacion a su proceso de

metabolismo (Londofio, 2013).

7.1.3.3 Color

El color del agua representa la informacion cualitativa y cuantitativa sobre las sustancias
disueltas. Para determinar el color del agua se utiliza un haz de luz monocromaética que atraviesa
el liquido y mide la intensidad de luz emergente. La coloracion en el agua es debido a la
presencia de metales pesados como el cobre, hierro y manganeso los cuales se encuentran en

suspension, asi como también a la materia organica (Osorio Trujillo & Martinez Cajigas, 2018).







7.1.3.4 Solidos suspendidos
Los sélidos suspendidos hacen referencia a pequefias particulas de material en
suspension que encuentran en aguas superficiales o residuales debido al movimiento del agua.
También actiian como indicador de calidad de agua principalmente para consumo humano
(Jaya, 2017). Para disminuir la cantidad de solidos se utiliza plantas de agua sedimentadores y
filtros. El tamafio y densidad de las particulas destacan una gran importancia al momento de

sedimentar el agua (L. Sanchez & Viafara, 2014).

7.1.3.5 Alcalinidad
La alcalinidad en el agua es un parametro que define el contenido de carbonato,
bicarbonato e hidroxilo (LLondofio, 2013). Actiia como indicador en el agua potable puesto que
se muestra como sustancia coagulante y altera el nivel de pH haciendo que descienda, lo que
implica que para mantener una calidad Optima este debera ser ajustado acorde al nivel (Ceron

et al., 2005).

7.1.3.6 Turbidez
La turbidez en el agua es una medida que determina el grado de transparencia debido a
la presencia de particulas en suspension. Para determinar la claridad u opacidad del agua es
necesario que una luz se disperse y absorba todo el reflejo y pueda ser transmitida. El consumo
de agua con un nivel alto de turbidez provoca enfermedades intestinales e incluso hepatitis

(Villanueva & Avila, 2019).

7.1.3.7 Dureza
Se definen como la concentracion de compuestos minerales que existen en una
determinada cantidad de agua como sales de Magnesio y Calcio. Provienen principalmente de
formaciones geoldgicas que son atravesadas por el agua previa a su captacion. Las aguas que
contengan mayor cantidad de carbonatos de calcio y magnesio se denominan aguas duras y las
que contengan menor cantidad son consideradas como aguas blandas. Su unidad de medida son
los grados hidrométricos franceses y para su calculo emplean la siguiente formula: (mg/l Ca x

2.5+ mg/l Mg x 4.2) /10 (Soto, 2010).

7.1.3.8 Sulfatos
Los sulfatos (SOs %) son aniones que se encuentran presentes en el agua y pueden
presentarse de manera natural o antropogénica. Parcialmente se deriva de los compuestos que
discurren de formaciones rocosas como el yeso y debido a su elevada solubilidad en comtn

encontrarla en el agua superficial o subterranea. Su estabilidad termina es muy aceptable, su
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mayor uso se da en la industria de fertilizantes, pesticidas, vidro y farmacos entre otros, ademas

sirve para controlar algas en las redes de agua (Rodriguez et al., 2010).

7.1.4 Parametros microbiolégicos
Los microorganismos son conocidos por la eficacia que mantienen al momento de
restaurar o mitigar cambios que se han dado en el agua. Diferentes actividades como los rellenos
sanitarios y botaderos demandan de tratamientos microbioldgicos que controlen los niveles de
contaminacion. En el agua poseen propiedades indicadoras de contaminacion, interactuando
con el medio y en el mejor de los casos ayudan por si mismos a restaurar el balance bioldgico

del area (T. Romero & Vargas, 2017).

7.1.5 Contaminacion del agua
Las actividades humanas son la causa principal de la contaminacion al recurso hidrico
en el mundo y esta accion se han vuelto mas visible y cotidiana con el pasar del tiempo. El
contaminante de origen natural se ve influenciado por la presencia de depdsitos volcanicos
longevos que mantienen contacto con suministros de aguas subterraneas que intersectan el curso
del mismo. La mineralizacion de las rocas libera metales pesados al agua convirtiendo en

potenciales contaminantes de largo alcance a nivel trofico (Pabon er al., 2020).

7.1.5.1 Fuentes de contaminacion
Las fuentes de contaminacidén del agua se deben principalmente a las actividades
industriales y las aguas residuales urbanas que se vierten diariamente a los causes y no son
tratadas previamente, lo que lo convierte en un peligro potencial a largo y corto plazo para

quienes le dan un segundo uso como en la agricultura y ganaderia (Villasante, 2000).

7.1.5.1.1 Origen industrial
Los procesos de produccion en las industrias demandan grandes cantidades de agua que
muchas veces no son tratadas. L.a contaminacion que se produce al momento de lavar o procesar
los productos, libera sustancias toxicas como metales pesados, acidos y materiales en

descomposicion (Zhang ef al., 2021).

7.1.5.1.2 Origen doméstico
Se utilizan productos con cargas de contaminantes que al contacto con el agua forman
membranas en las paredes de rios y océanos, complicando su restauracion y saneamiento por si
solas. Provienen de todo un sector urbano que deriva de la utilizacion de detergentes aceite de

cocina, shampoo y pintura (Tsuzuki, 20006).
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7.1.5.1.3 Origen agricola — ganadero
Las actividades desarrolladas en este medio presentan una grave amenaza por el vertido
y uso de agroquimicos, materia organica, sedimentos y sales presentes en los cuerpos de agua.
El gran uso de la tierra para la agricultura intensifica enormemente el uso de pesticidas
sintéticos insumos y fertilizantes que intensifican la produccion de contaminantes (Tokatl &

Varol, 2021).

7.1.5.1.4 Origen pluvial
Las aguas pluviales son el producto de las escorrentias, las cuales al tener contacto con
contaminantes presentes en el suelo tienen la capacidad de arrastrar y traer consigo elementos

como aceites, residuos de fertilizantes y sedimentos entre otros (Liang ef al., 2019).

7.1.5.1.5 Origen natural volcanico
Una erupcion volcénica es un fenémeno de origen natural que desprende gran cantidad
de contaminantes como metales pesados que son liberados al suelo, aire y agua. Los flujos
provenientes del volcan alcanzan masas de agua superficial y subterrdnea llevando a cabo el
aumento de la concentracion de elementos que pueden ser toxicos dependiendo de su grado
(Naderi et al., 2020). Los procesos geoldgicos liberan materiales como los minerales y metales
pesados, en los que por accion de la precipitacion, escorrentia y arrastre de materia suelen ser

depositados en los cauces de rios naturales (Pérez ef al., 2015).

7.2 Metales pesados como agentes antropogénicos de contaminacion

Los metales pesados se encuentran presentes en todos los elementos de uso diario que
conocemos, sin embargo la contaminacion por parte del ser humano a través de los procesos
industriales es muy significativo con el desarrollo de nuevos procesos y nuevas tecnologias (K.
Romero et al., 2014). Pueden contaminar diferentes medios con rapidez y en muchos casos son
dificiles de remediar el dafio ocasionado. De acuerdo a sus concentraciones son altamente
toxicos y si se encuentran en un medio acuatico pueden llegar a bio acumularse en animales.
Su medio de exposicidn es extenso y puede llegar a esparcirse hasta causar enfermedades

principalmente en seres vivos (Bartzas et al., 2021).

7.2.1 Arsénico como contaminante natural y antropogénico
De origen antropogénico provienen principalmente de procesos industriales como
actividades mineras, fundicién o produccion de pesticidas e insecticidas y entran en contacto
con la piel, al inhalar, beber o comer la sustancia. A través de escorrentia llega a alcanzar cauces

de rios naturales utilizados por pobladores y animales (Bécar & Arancibia, 2010). Al
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expandirse, altera el medio, contaminan el agua, los alimentos y los cultivos que son necesarios
para el desarrollo social y econdmico. Otro efecto peligroso es el de bio-acumulacién del
arsénico en los seres vivos proveniente de los ciclos de cadenas tréficas que terminan

comunmente en el ser humano afectando su salud (OMS, 2018).

También se les atribuye el origen del arsénico a los procesos naturales tales como las
actividades volcanicas, bioldgicas y la meteorizacién encontrandose principalmente en
acuiferos y aguas superficiales como un compuesto inorganico disuelto que, de ser ingeridas

representan una gran amenaza para la salud (Lillo, 2008).

El arsénico es considerado una de las 10 sustancias quimicas mds preocupantes en el
medio ambiente y que en su forma inorganica es muy toxica. Se encuentra esparcido de forma

natural y por procesos propios pueden causar la alteracion del medio (Naderi ef al., 2020).

7.2.2 Toxico cinética del arsénico

En estado gaseoso su ruta de ingreso es inhalatoria y su absorcion es inmediata, provoca
sindromes graves si ingresa a los globulos rojos causando dafios en la membrana celular. Al
ingresar por medio de alimentos no se bio-transforman por sus bajas concentracion y estado,
pero si supera la concentracion en un 80-90% puede alterar 6rganos vitales manteniéndose y
bio acumuldndose en los seres vivos principalmente, cabe mencionar que no suelen ser
expulsados (Kenyon, 2021). Por la explosion dérmica causa irritaciones en la piel y son
absorbidos rapidamente si se presenta heridas abiertas. L.a vida media del arsénico en humanos
es de 10 hasta 30 horas después de haber sido absorbido por cualquier medio receptor

(Giaverini, 2015).
Figura 4: Toxico cinética del arsénico en el cuerpo humano

Via de ingreso al organismo

-Dérmica
-Respiratoria

-Digestiva

Fuente: ACHS 2021
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7.2.3 Bio acumulacion del arsénico

Se define como la acumulacion de sustancia quimicas o toxicas presentes en organismos
vivos como animales principalmente, cumpliendo su ciclo en la cadena alimenticia hasta
alcanzar un nivel trofico en el que los seres vivos son capaces de absorber dichas sustancias (H.
T. Wang et al., 2021). En la actualidad la presencia de contaminantes persiste en el ambiente
en sus diferentes tipos de estados, es asi que afectan a los potenciales bio-acumuladores. El
compuesto arsénico puede cambiar de estado de oxidacion facilmente al entrar en contacto con
el oxigeno, agua, suelo o por la interferencia de microorganismos presentes (Rodriguez
Martinez et al., 2017). Los productos de consumo diario son los principales contaminantes
directos en contra de los seres vivos. Hay que tener en cuenta que este tipo de contaminacion
hace referencia al desarrollo de diferentes tipos de cancer, principalmente el de estomago.

(Lobo et al., 2021).

7.3 Contaminacion del agua por metales pesados

Los metales pesados presentes en el agua a concentraciones superiores se deben a los
desequilibrios naturales o antropogénicos que pueden llegar a ser letales para los seres vivos.
Algunos pueden considerarse como fuente de nutrientes para algunas plantas y animales, pero
si su concentracion es superior pueden desencadenar enfermedades o producir la muerte por
intoxicacion, convirtiéndola asi en una problematica ambiental importate (Caviedes Rubio et
al, 2015). La actividad industrial y minera son dos de las causas principales que acarrean
diariamente metales pesados por arrastre pluvial que son depositados en suelos, rios y el mar.
La afectacion a la vida tiene consecuencias como las enfermedades y bio acumulacion en todo

ser vivo (Pabodn er al., 2020).

7.3.1 Contaminacion de arsénico en el agua
Las personas pueden verse expuestas al arsénico a través de ingesta de agua
contaminada con arsénico proveniente de las zonas en las que el agua estd en contacto con
minerales que contengan este elemento. En diferentes partes del mundo por su formacion
geolbdgica en estas partes se puede encontrar con arsénico en mayores cantidades de lo habitual

(J. Wang & Shraim, 2003).
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Figura 5: Contaminacion por arsénico en el mundo

Arsenic contaminations in groundwater and coal and population at risk around the world

Country or area Population Groundwater con- Guidelines Discovery  References
at risk centration (pg As 1) (ug As 1Y) date

Argentina 2000000 100-1000 50 1981 Sancha and Castro
(2001)

Bangladesh 50000000 <1-4700 50 1980s Ahmad (2001)

Bolivia 20000 50 1997 Sancha and Castro
(2001)

Chile 437000 900-1040 50 1971 Sancha and Castro
(2001)

China. Guizhou* 20000 100-10000 (mgkg ™) S mgke! 1950s An et al. (1997)

China. Inner 600000 1-2400 50 1990s Guo et al. (2001)

Mongolia

China, Xinjiang 100000 1-8000 50 1980s Wang (1997)

Province

Hungary 220000 10-176 10 1974 Sancha and Castro
(2001)

India, West Bengal 1000000 <10-3900 50 1980s Chakraborti et al.
(2001)

Mexico 400000 10-4100 50 1983 Sancha and Castro
(2001)

Nepal Unknown Up to 456 50 2002 Tandukar and Neku
(2002)

Peru 250000 500 50 1984 Sancha and Castro
(2001)

Romania 36000 10-176 10 2001 Gurzau and Gurzau
(2001)

Taiwan 200000 10-1820 10 1950s Tseng (1977)

Thailand. Ronpibool 1000 1-5000 50 1980s Choprapwon and
Porapakkham (2001)

USA Unknown 10-48 000 10 1988 Welch et al. (1988)

Vietnam Millions 1-3050 10 2001 Berg et al. (2001)

*Guizhou is the only known arsenicosis endemic area caused by arsenic contamination in coal.

Fuente:(J. Wang & Shraim, 2003).

El agua con arsénico de cualquier origen al no ser tratada puede desencadenar multiples
enfermedades e irritaciones en la piel (Alarcon et al., 2013). De acuerdo a su composicion y la
cantidad puede llegar a ser altamente toxicos y cancerigenos para el organismo del ser humano,
asi como también el estar expuestos por largos periodos a sus concentraciones. Segun Chavez
& Miglio (2011) “La escala de toxicidad del arsénico decrece en el siguiente orden: Arcina >
As+ 3 inorgdnico > As+ 3 organico > As+ 5 inorganico > As+ 5 organico > compuestos

arsenicales y arsénico elemental”.

7.4 Ecosistemas acuaticos de alta montafia contaminados por metales pesados

En un cuerpo de agua proveniente de deshielos, aguas superficiales y aguas subterraneas
con incidencia volcanica se disuelven grandes cantidades de sales, sustancias y toxicos en
especial, que representan un problema para toda forma de vida cercana al sitio (Alarcon et al.,
2013). En general la prolongada exposicion a altas concentraciones de estos metales o
metaloides en ecosistemas acudaticos produce que desaparezcan algunos microorganismos,
bacterias y peces, eso depende mucho de la concentracion a la que se encuentren expuestos. La
mayoria de veces muchos microorganismos se adaptan y utilizan dichos contaminantes como
un medio evolutivo y nutritivo en beneficio de su desarrollo y proliferacion (Yang ez al., 2002).

De acuerdo a las diferentes propiedades de materiales y estructuras geologicas presentes existen
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gran cantidad de iones y trazas en el caso de metales pesados, siendo algunos de ellos necesarios
para el desarrollo de microrganismos que se adaptan al medio y prevalecen, asi como otro

animales y plantas (Arambourou et al., 2020).

7.4.1 Caracterizacion de ecosistemas acuaticos de alta montafa

Es un ecosistema que se encuentra a bajas temperaturas y se forma de pendientes
ligeramente inclinadas en el terreno generando caida y produciendo abundante oxigenacioén en
el agua. Su caracteristica mas esencial es la de albergar vida para diferentes seres vivos que se
adaptan a la altura y condiciones climaticas a las que se encuentran y se desarrollan preservando
asi la micro biota (Vega Falcon, 2009). En su entorno actiian como indicadores en el agua de
acuerdo a ciertos factores que pueden alterar el medio como altas precipitaciones y su calidad
(Camacho, 2014). Por ultimo Vandenberg ef al. (2011) afirma que “existen microorganismos
denominados como (micro biota) que no son perceptibles al ojo humano. Ademas, que es
natural encontrarse con bacterias como: Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Shigella,

Salmonella, Legionella pneumophila y Pseudomonas aeruginosa entre otras”

7.5 Ecologia microbiana de ecosistemas acuaticos

La mayoria de formas de vida microbiolégicas toman en cuenta factores tanto bidticos
como abidticos misma que se encuentra en un constante crecimiento se establece
microorganismos cultivados y no cultivados con diferentes funciones entre las cuales se
encuentra la capacidad de eliminar ciertos elementos de un medio aprovechando la energia y
nutrientes provenientes del medio creando sus propias condiciones de crecimiento en su habitad
sin problema. Hay que tener en cuenta que debido a cambios en su medio pueden sufrir
alteraciones en las comunidades microbianas produciendo la debilitacion de su estructura (O.
Sanchez, 2002). Algunos organismos como las bacterias actian como un indicador, puesto que
poseen un reactivo o sustancia quimica que al combinarse a algiin producto del metabolismo

origina coloracion que representa una caracteristica de indicador (Konopka, 2019).

7.5.1 Consorcios Bacterianos asociados a la degradacion de metales pesados
Un consorcio bacteriano del tipo cianobacterias principalmente de genero Anabaena
puede adsorber muy fécil el arsénico y otros metales pesados pues dada su forma alargada es
mas facil que pueda realizar el proceso de adsorcion, ademas de su mayor exposicion a la pared
celular. La efectividad de remocion depende de la proliferacion de bacterias dentro del

consorcio, es por ello que debe ser abundante (Faccia ef al., 2021).
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Al momento de implementar sistemas de remocion de metales pesados el arsénico se
encuentra en estado de oxidacion (III) y (V), en el que aislaron y caracterizaron un consorcio
quimiolitoautotrofo de bacterias con una capacidad de remocién 95% de eficiencia. La bacteria
Rhodococcus equi fue aislada del agua contaminada con arsénico e inmovilizada a una cama de
celulasa para su tratamiento en agua utilizando sus dos concentraciones (Montoya ef al., 2015).
Las estrategias de bio remediacion se vuelven més complejas y es por ello que a través de
modificaciones genéticas en las cepas de Corynebacterium glutamicum se pueden acumular
100 veces mas el arsénico. La potenciacion de esta bacteria es la de facilitar la entrada del
contaminante y evitar su escape a través de la modificacion de genes que codifican las
permeasas con el gen encargado de su salida haciendo que actiie como un retenedor (Rodriguez

Martinez et al., 2017).

7.5.2 Técnicas microbiolégicas de enriquecimiento y aislamiento de consorcios
bacterianos

Las condiciones intrinsecas en un cultivo demuestran que no todos los microorganismos

son cultivables, es asi que existen procedimientos de enriquecimiento como lo es la columna

de Winogradski Fig.6 que crea un microcosmos para enriquecer el numero de ciertos tipos de

microorganismos presentes en el medio que se encuentren y facilitando su aislamiento (Grijalba

& Escobar, 2011).

Figura 6: Columna de Winogradski

Zarnys aerphla

Zara micraasndhila

| Zana arasrebia

Fuente: (Grijalba & Escobar, 2011)
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Una de las técnicas utilizadas para enriquecer un medio de cultivo y después aislar el
mismo parte de la adaptacion y purificacion de los microorganismos que contengan el potencial
requerido para ser utilizados en la degradacion del metal pesado del estudio. (Coley & Zapata,

2006):

7.5.3 Estrategias de remediacion ambiental in sifu ligadas al uso de consorcios
bacterianos

Las estrategias de bio remediacion in sifu con microorganismos se desarrollaron con el

fin de mitigar la contaminacién de sustancias complejas como: hidrocarburos, pesticidas,
disolventes y nitrotoluenos (J. Lopez et al., 2010). Hay técnicas in situ que permiten eliminar,
transformar y atenuar los compuestos en las zonas afectadas directamente empleando toda la
capacidad metabolica de los microorganismos como: bacterias, hongos y algas. El consorcio
bacteriano asocia los espacios contaminados de manera autoctona a las caracteristicas
ecologicas y metabolicas de importancia presentes en medios naturales como rios o lagos,

convirtiéndose asi en degradadores (Garzon et al., 2017).

Las técnicas de bio remediacion in situ tienen una mayor eficacia sobre las técnicas ex
situ por su menor costo de inversion. Es la més aplicada ya que puede eliminar los residuos de
la capa superficial y remover mas de un 90% de contaminantes que se encuentran en maximas
concentraciones (K. Romero er al., 2014). La reintroduccion de microorganismos aislados y
modificados a un sitio contaminado controla los accesos puesto que al ser autdctonos los toleran
de mejor manera. Segiin Suarez (2013) ““Los métodos mds empleados de biorremediacion son:
Fitorremediacion, Biofiltracion, Bioventing, Biosparging, Biopilas, Bioestimulacion,

Bioaumentacion”.

7.6 Marco legal

Para la presente investigacion y desarrollo del tema presente se ha tomado en

consideracion la estructura en base a la piramide de Kelsen para establecer su estructura legal
como: Constituciéon de la Republica del Ecuador, Normativas, Leyes, Reglamentos, y
Ordenanzas, permitiendo sustentar bajo la norma de la ley la presente investigacion.

8.6.1. Constitucion de la Republica del Ecuador de acuerdo al decreto Legislativo 0 del
Capitulo I

Principios fundamentales.
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[...]JArt. 3.- Son deberes primordiales del Estado. Por lo tanto, determinamos textualmente el
literal 7 que dice: Proteger el patrimonio natural y cultural del pais [...] (Asamblea Nacional,

2018).
Capitulo 11
Derechos del buen vivir.

[...]JArt. 12.- El derecho humano al agua es fundamental e irrenunciable. El agua constituye
patrimonio nacional estratégico de uso publico, inalienable, imprescriptible, inembargable y

esencial para la vida [...] (Asamblea Nacional, 2018).

[...]JArt. 13.- Las personas y colectividades tienen derecho al acceso seguro y permanente a
alimentos sanos, suficientes y nutritivos; preferentemente producidos a nivel local y en
correspondencia con sus diversas identidades y tradiciones culturales [...] (Asamblea Nacional,

2018).

[...]JArt. 14.- Se reconoce el derecho de la poblaciéon a vivir en un ambiente sano y
ecologicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak kawsay. Se
declara de interés publico la preservacion del ambiente, la conservacion de los ecosistemas, la
biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pais, la prevencion del dafio ambiental

y la recuperacion de los espacios naturales degradados [...] (Asamblea Nacional, 2018).

[...]JArt. 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, depuracion de aguas residuales, manejo de desechos solidos, actividades de

saneamiento ambiental y aquellos que establezca la ley [...] (Asamblea Nacional, 2018).

8.6.2. Ley de gestion ambiental
TITULO I

AMBITO Y PRINCIPIOS DE LA GESTION AMBIENTAL

[...]JArt: 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 [...] (Asamblea Nacional, 2004).

[...]JArt 4.- Los reglamentos, instructivos, regulaciones y ordenanzas que, dentro del &mbito de

su competencia, expidan las instituciones del Estado en materia ambiental, deberdn observar
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las siguientes etapas, segin corresponda: Desarrollo de estudios técnicos sectoriales,
economicos, de relaciones comunitarias, de capacidad institucional y consultas a
organizaciones competentes e informacion a los sectores ciudadanos [...] (Asamblea Nacional,

2004).
TITULO V
INFORMACION Y VIGILANCIA AMBIENTAL

[...]Art. 33.- Establéense como instrumentos de aplicacion de las normas ambientales los
siguientes: parametros de calidad ambiental, normas de efluentes y emisiones, normas técnicas
de calidad de productos, régimen de permisos y licencias administrativas, evoluciones 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 [...] (Asamblea Nacional,2004).

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

informacion sera publica [...] (Asamblea Nacional, 2004).

8.6.3.1. Ley de aguas
TITULO I

DISPOCISIONES FUNDAMENTALES

[...]JArt 1.- Las disposiciones de la presente ley regulan el aprovechamiento de las aguas
maritimas, superficiales, subterraneas y atmosférica del territorio nacional, en todos sus estados

fisicos y formas [...] (Asamblea Nacional, 2004).

[...]JArt. 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 [...] (Asamblea Nacional, 2004).







20

TITULO IV
DE LOS USOS DE AGUAS Y PRELACION

[...]JArt. 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

[...] (Asamblea Nacional, 2004)

[...]JArt. 36.- Las concesiones del derecho de aprovechamiento de agua se efectuaran de

acuerdo al siguiente orden de preferencia:

a) Para el abastecimiento de poblaciones, para necesidades domésticas y abrevaderos de
animales.

b) Para agricultura y ganaderia
Para usos energéticos, industriales y mineros; para otros usos [...] (Asamblea Nacional,2004)

8.6.4. Ley organica de recursos hidricos usos y aprovechamiento del agua

TITULO IT
RECURSOS HIDRICOS
CAPITULO 1

DEFINICION, INFRAESTRUCTURA Y CLASIFICACION DE LOS RECURSOS
HIDRICOS

[...]JArt.13.- Formas de conservacion y de proteccion de fuentes de agua. Constituyen formas
de conservacion y proteccion de fuentes de agua: las servidumbres de uso publico, zonas de
proteccion hidrica y las zonas de restriccion. Los 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. Para la proteccion de las aguas que
circulan por los cauces y de los ecosistemas asociados, se establece una zona de proteccion
hidrica. Cualquier aprovechamiento que se pretenda desarrollar a una distancia del cauce, que
se definira reglamentariamente, deberd ser objeto de autorizacion por la Autoridad Unica del
Agua, sin perjuicio de otras autorizaciones que procedan. Las mismas servidumbres de uso
publico y zonas de proteccion hidrica existiran en los embalses superficiales. En los acuiferos
se delimitaran zonas de restriccion en las que se condicionaran las actividades que puedan
realizarse en ellas en la forma y con los efectos establecidos en el Reglamento a esta Ley |[...]

(Asamblea Nacional, 2014).
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TITULO III
DERECHOS, GARANTIAS Y OBLIGACIONES
CAPITULO I
DERECHO HUMANO AL AGUA

[...]JArt 57.-Definicion. El derecho humano al agua es el derecho de todas las personas a
disponer de agua limpia, suficiente, salubre, aceptable, accesible y asequible para el uso
personal y doméstico en cantidad, calidad, continuidad y cobertura. 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. El derecho

humano al agua es fundamental e irrenunciable.

Ninguna persona puede ser privada y excluida o despojada de este derecho. El ejercicio del
derecho humano al agua sera sustentable, de manera que pueda ser ejercido por las futuras
generaciones. La Autoridad Unica del Agua definird reservas de agua de calidad para el
consumo humano de las presentes y futuras generaciones y serd responsable de la ejecucion de
las politicas relacionadas con la efectividad del derecho humano al agua [...] (Asamblea

Nacional, 2014).

8.6.5 Ley Organica de Salud.
CAPITULO III

Derechos y deberes de las personas y del Estado en relacion con la salud.

[...]Art. 7.- Toda persona, sin discriminacién por motivo alguno, tiene en relacion a la salud,
los siguientes derechos: se determina textualmente el literal C: Vivir en un ambiente sano,

ecologicamente equilibrado y libre de contaminacion [...] (Asamblea Nacional, 2015).

[...]JArt. 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 region y garantizara a las personas, el acceso permanente a

alimentos sanos, variados, nutritivos, inocuos y suficientes.

Esta politica estara especialmente orientada a prevenir trastornos ocasionados por deficiencias
de micro nutrientes o alteraciones provocadas por desoérdenes alimentarios [...] (Asamblea

Nacional, 2015).







22

[...]JArt. 96.- Declarase de prioridad nacional y de utilidad publica, el agua para consumo

humano.

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

salud humana [...] (Asamblea Nacional, 2015).

8.6.6 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. (TULSMA)

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 Prevenciéon 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 permitira 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 contaminacién del agua es debido a cualquier tipo de
alteracion de las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas, 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 bioldgicos 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
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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)
b)

Los principios basicos y enfoque general para el control de la contaminacion del agua.
Limites maximos permisibles, disposiciones y prohibiciones para las descargas en
cuerpos de agua o sistemas de alcantarillado.

Los distintos criterios de la calidad de aguas para sus distintos usos.

Permisos de descargas.

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

Clasificacion

Criterios de calidad de las aguas para distintos usos:

(O8]

o voe

Criterios de calidad para aguas destinadas al consumo humano y uso doméstico, previo
a su potabilizacion.

Criterios de calidad para la preservacion de vida acudtica y silvestre en aguas dulces
frias o calidas, y en aguas marinas y de estuario.

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

Criterios de calidad para aguas de uso pecuario.

Criterios de calidad para aguas con fines recreativos.

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 considerara los criterios para agua de consumo humano

y uso doméstico, previo a su potabilizacion y para uso de riego agricola (Acuerdo Ministerial

097-A, 2015).

7.6.1 8.6.6.1. Criterios de calidad para aguas de consumo humano y uso doméstico:

Es aquella que es obtenida de cuerpos de agua, superficiales o subterrdneos, 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, ¢) Fabricacion o procesamiento de alimentos en general.
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Tabla 1: CRITERIOS DE CALIDAD DE FUENTES DE AGUA PARA CONSUMO

HUMANO Y DOMESTICO
PARAMETRO EXPRESADO - UNIDAD CRITERIO DE
COMO CALIDAD
Aceites y grasas Sustancias solubles en mg/L 0,3
hexano
Arsénico As mg/L 0l
‘Coliformes Fecalesskm ~ NMP  NMP/I00mL 1000
‘Bario o ~ Ba mg/L. 1
‘Cadmio  «d . mg/l 0,02
Cianuro CN- B Tng/L 01
Cobre Cu N * mg/L B 2 o
“Color  Colorreal  Unidadesde 75
Platino-Cobalto
“Cromo hexavalente ~ Cr+6 mg/L 005
Fluoruro F- - mg/L 1.5
‘Demanda Quimicade ~~ DQO mgL <4
Oxigeno
Demanda Bioquimica ~ DBOS - mgl R
de Oxigeno (5 dias)
‘Hierro Total ~ Fe  mgL 10
Mercurio ~ Hg mg/L 0,006
Nitratos ~ NO3 mg/L. 50,0
Nitritos © No2- ‘mg 02 :
Potencial Hidrogeno ~ pH Unidadesdepd 69
Plomo ~Pb o  omgL 00,
“Selenio  Se  mg/L - 0,01
~Sulfates SO4-2 mg/L 500
Hidrocarburos ~ TPH i 7 7ng71: ) - R
Totales de Petréleo
Turbiedad  Unidadess @ UIN 1000

Fuente: (Acuerdo Ministerial 097-A, 2015)

8.6.6.2. 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, exceptuandose las aguas servidas tratadas y que cumplan con los niveles

de calidad establecidas en la Norma.
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Tabla 3: CRITERIOS DE CALIDAD DE AGUAS PARA RIEGO AGRICOLA

PARAMETRO EXPRESADO UNIDAD CRITERIOS
COMO DE CALIDAD

Aceites y grasas Pelicula Visible Ausencia
Aluminio R Al mg/L 5,0

Arsénico i As mg/L 0,1

Berilio Be mg/L 0,1

Boro B mg/L 0,75

Cadmio Cd 7 mg/I: N 0,05

Cinc Zn mg/L 2,0

Cobalto  Co mg/L 0,01

Cobre Cu mg/L g
Coliformes fecales e _NiMl;i - NmPAO 10'007 -

OmL

Cromo Cr+6 mg/L 0,1

Flaor F mg/L 1,0

Hierro Fe mg/L 5,0
" Huevos de parasitos e Ausencia

Lito Li B mg/L 2,5

Materia flotante Visible Ausencia
Mercurio Hg mg/L 0,001 o
Manganeso Mn mg/L 0,2 -
Molibdeno Mo mg/L 0,01 N
MN—ial'xreTi - Ni - rﬁg/L - 0,2

Nitritos NO2 mg/L 0.5

Oxigeno Disuelto oD mg/L 3

pH - pH _ - ' 69 o
Pomo Pb mgn 50
Selenio o o Se mg/L 0,02 o
Sulfates ~ S042 - mgl 250

Vanadio \Y% mg/L 0,1

F‘uente:f/ﬁﬁe}& Ministerial 097-A, 2015) B

Para determinar los valores y concentraciones de los parametros determinados en esta
Norma Oficial Ecuatoriana, se debera aplicar los métodos establecidos en el manual “Standard

Methods for the Examination of Water and Wastewater”, en su mas reciente edicion. Ademads,
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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.

- Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2176:98. Agua: Calidad del agua, muestreo,
técnicas de muestreo (INEN, 2018).

8.6.7. Ordenanza para la descontaminacion, y proteccion de los rios y afluentes hidricos
del cantéon Latacunga

[...JArt. 1. La presente ordenanza tiene por objeto la descontaminacidn, y proteccion del rio
Cutuchi, Pumacunchi, Cunuyacu, Yanayacu y demas afluentes superficiales o subterraneos del

canton Latacunga [...] (Ordenanza Municpal Latacunga 2014).

[...]JArt. 2. El ambito de aplicacion de la presente ordenanza serd a nivel cantonal, y estaran
sujetos de la misma los sectores, industrial, agroindustrial, agropecuario, forestal, minero,
metalurgico, papelero, lacteo, floricola, brocolero, y de servicios (lubricadoras, lubrilavadoras,
mecanicas, imprentas graficas, gasolineras, y otros), asentados en el territorio cantonal de

Latacunga [...] (Ordenanza Municpal Latacunga 2014).

[...]JArt. 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 précticas ambientales e implementar plantas de tratamiento de aguas negras, residuales,
descargas industriales, domésticas y otras que alteren las condiciones fisico, quimicas y
biologicas del agua, y atenten la calidad del Rio Cutuchi, los rios, Pumacunchi, Cunuyacu,
Yanayacu y demas 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 [...] (Ordenanza Municpal Latacunga 2014).

[...]Art. 8. Es obligacion de todos los sectores productivos y de servicios publicos y privados,
industrial, agroindustrial, agropecuario, forestal, minero, metaltrgico, papelero, lacteo,
floricola, brocolero, y de servicios (lubricadoras, lubrilavadoras, mecéanicas, imprentas graficas,
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 y propendan procesos de bioacumulacion [...] (Ordenanza Municpal Latacunga 2014).
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[...]JArt. 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 [...] (Ordenanza Municipal Latacunga

2014).

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS.
.Es posible masificar y aislar como cultivo enriquecido a microorganismos tolerantes al
arsénico a partir de agua superficial proveniente de fuentes naturales entre los 3400 a

3700 msnm en la parroquia de Toacaso?

Si, es posible puesto que los microorganismos utilizan al compuesto inorganico arsénico
como fuente metabdlica de electrones para adecuar sus condiciones de crecimiento en los que,
al momento de realizar enriquecimientos con fuentes de carbono les proporcionan energia para
su crecimiento, estos tendran una respuesta de crecimiento favorable que se vera reflejada al

momento de observar la formacion de colonias.

9. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL

9.1 Ubicacion del area de estudio

El 4rea de estudio es la Quebrada Talahuachana, la cual es el principal efluente hidrico
que mantiene cercania con el estratovolcan Iliniza Sur ubicada en la parroquia de Toacaso,
cantén Latacunga, provincia de Cotopaxi. En este sitio se evidencia la presencia de agua
superficial que durante su trayecto mantiene contacto con rocas en proceso de meteorizacion
en las que liberan cantidades considerables de metales pesados directamente al efluente hidrico.
La seleccion de puntos de muestreo se determind mediante el andlisis y recopilacién de datos
de estudios previos de la zona realizados por el grupo de investigacion de recursos hidricos de
la Universidad técnica de Cotopaxi, donde se determiné la presencia de arsénico en varias
fuentes de agua (Caillagua & Sanchez, 2022). Los puntos de toma de muestra se ubicaron a

través del programa Google Earth Pro ®.
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Figura 7: Puntos de muestreo en la Quebrada Talahuachana

Elaborado por: Luis Barriga

9.2 Tipos de investigacion

9.2.1 Investigacion Bibliografica

La investigacion bibliografica se utilizé para la recopilacion de informacion necesaria
de bases cientificas como: Scielo, ScienceDirect, Scholar Google y tesis, puesto que permitio
la identificacion del problema y establecio conocimientos adicionales para la ejecucion de la

presente investigacion.

9.2.1 Investigacion experimental
Es un método de investigacion cuantitativa en el que se llevd a cabo practicas de
laboratorio con el fin de comparar variables que diferentes muestras a analizar con el fin de
determinar las causas y efectos que obtendran nuestro fenémeno de estudio posterior a los

resultados de las variables aplicadas para comprobar la efectividad de la investigacion.

9.3 Técnicas

9.3.1 Técnica de muestreo puntual

La toma de muestra de tipo puntual permitié obtener las muestras de manera in sifu en

la quebrada con un efluente no uniforme. La técnica permite ademas recopilar informacién
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adicional en relacion a parametros fisico quimicos del agua asi como también las caracteristicas

que se puedan describir del sitio.

9.4 Métodos
9.4.1 Método cuantitativo
Permitid recopilar datos e informacion in situ del lugar el para conocer el grado de
concentracion de los parametros evaluados y comparar con las normas de calidad de agua
actuales. Recopilar datos obtenidos de las practicas en laboratorio de todos los procesos
destinados para la evaluacion del proyecto.
9.4.2 Método cualitativo
Permitié analizar y procesar la informacion del método cuantitativo que ayuda a
interpretar y comparar los resultados obtenidos en las evaluaciones realizadas a diferentes
practicas como conteos y cuantificaciones de células que permitan el andlisis de cantidad en
relacion a la eficiencia de las diferentes fuentes de carbono.

9.4.3 Meétodo analitico

Permitio el analisis de los resultados obtenidos sobre los enriquecimientos con 3 tipos
de medios en los 4 puntos muestreados y posterior los consorcios bacterianos desarrollados a
partir del aislamiento.
9.4.4 Meétodo de campo
Es el proceso donde se lleva a cabo la recoleccion de muestras de un lugar para un
proposito de estudio especifico, también la identificacion de caracteristicas del sector que

ayuden a profundizar la problematica existente.

9.5 Fase de campo

9.5.1 Materiales para toma de muestra
Durante la toma de muestras se empled: 1 balde de 10L, 4 botellas de 2L, 4 envases de 100mL,
libreta de campo, camara, guantes de nitrilo, etiqueta de envases, rotulador, fundas de 30x20cm,

ligas elasticas.

9.5.2 Muestreo
La recoleccion de muestras se realizo en la quebrada Talahuachana, en el piso altitudinal
3400 a 3700 msnm, donde se realizd un muestreo de tipo puntual con un balde de 10 L
realizando un triple lavado a fin de evitar la integracion de otros contaminantes que altere la
recoleccion de muestras, se lleno 2 L adicional 100 mL. de muestra en 4 puntos distintos. De

los cuales se detallan las siguientes caracteristicas:
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Tabla 3: Puntos de muestreo con caracteristicas principales.

) Coordenadas Altura Tipo de
Punto| Fecha |Cantidad X — = Lugar s kel
Quebrada
POL 10610712022 |2909mL | 751587 | 9917486 |3421 Talahuachana | 0%l
Quebrada
PO2 10610712022 | 2909 1750071 9919950 |3540 Talahuachana | © 02!
Quebrada
2
PO3 | o6/07/2022 |20°™ML | 752107 9920220 3565 | Talahuachana| " "™
P04 | 06/07/2022|2000mL | 752662 9921824 |3713 Quebmida. o
Talahuachana
Total 8000mL

La toma de muestra se realizo segun el método descrito en la Norma NTE INEN 2169.

Correspondiente a Agua, calidad del agua, muestreo, técnicas de muestreo.

Después la muestra fue enfundada y sellada con ligas para no contaminar el exterior del
envase. Posteriormente se traslado hasta los laboratorios en una hielera manteniendo la muestra
en condiciones estables. Para el protocolo de transporte se siguié la Norma NTE INEN 2176

Agua, calidad del agua, muestreo y conservacion de muestras e ISO/IEC 17025:2006 (INEN,
2018).

9.5.3 Materiales de laboratorio

9.5.3.1 Material de vidrio o plastico
envases de polietileno 1000mL, tubos Falcon 100mL, motor aireador, manguera plastica 4m,
16 T plastica, 4 vasos de precipitacion (1000mL), embudos, 4 matraces de (500 mL), 1 probeta
de 100mL, cajas petri, matraz (250mL), varilla de vidrio, porta y cubreobjetos, camaras de

recuento, camara Neubauer, balanza, espatula, guantes.

9.5.3.2 Material de siembra

Constituidos principalmente por asas en nicrom, pipeta pasteur, agua destilada (10

litros), alcohol antiséptico, mechero de Bunsen.

9.5.3.3 Materiales para la esterilizacion

Autoclave (calor himedo), cabina de flujo laminar, mechero (esterilizacién por

calentamiento directo), alcohol antiséptico.

9.5.3.4 Materiales para la incubacion

Incubadora, papel Parafilm.







9.5.3.5 Material optico

Microscopio: lente 100 x lente 10 x, aceite de inmersion.

9.5.3.6 Reactivos

Tabla 4: Aforo de reactivos
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Medio mineral

Solucion A: Cantidad |Unidad Descripcion
KH2PO4 9912 Fosfato mono potasico
NH4Cl 6,6|g Cloruro de amonio
NgSO4x 71120 s | Sk e
Trace element solution SL-6 (see

medium 27) ( 3 [k

Distilled wéter 750 [mL

Trace element solution SL-6:

ZnS04 x 7 H20 0,3|g Sulfato de cinc heptahidratado
MnCI2 x 4 H20 0,09 g T SR e
H3BO3 09|g Acido Boérico
CuCI2 x 2 H20 0,06|¢g Cloruro de cobre
Solution B:

CaCl2 x 2 20 0,06|¢g Cloruro de calcio dihidratado
Distilled water 450 | mL

Solution C:

Fructose 10| g Fructosa
Distilled water 100 | mL

Maltosa 10| g Maltosa
Distilled water 100 | mL

Vitamin C 10 | mL Vitamina C
Distilled water 100 | mL

10.5.3.7 Tincion Gram

Fuente: (DSMZ-GmbH, 2020)

Agua destilada, azul de Metileno al 1%, safranina al 1%, aceite de inmersion.

9.6 Fase de laboratorio

9.6.1 Analisis fisico-quimico
En el analisis fisico-quimico se llevo a cabo la evaluacion de los siguientes parametros
a fin de determinar el estado actual del agua de la Quebrada Talahuachana para poder comparar

los resultados con las tablas del Acuerdo Ministerial 097-A

Equipo de medicion utilizado:
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9.6.1.1 Determinacion de la temperatura
La determinar la temperatura in situ se utilizé un termémetro de mercurio, para lo cual
se introdujo el termdmetro en la orilla del cauce y se dejé actuar por 10 minutos para obtener

un resultado medido en grados centigrados (°C).

9.6.1.2 Determinacion de pH
Se utilizé el equipo colorimetro DR 890 Hach con codigos de lectura en el que se
procedi6 a tomar 10mL de agua destilada para la funcién de muestra 0 con pH 7 a fin de calibrar
el equipo. Una vez calibrado se procedio a tomar 10 mL de muestra de agua superficial y en el
equipo se introdujo el codigo de lectura 75 con el que se determind el nivel de pH medido en

unidades de pH.

9.6.1.3 Color
Se utilizd el equipo denominado Alcalimetro HANNA checker HI775 en el que se
procedié a tomar 10mL de muestra 0 (agua destilada) para poder realizar la primera
intervencion en el alcalimetro, una vez calibrado el equipo se procedi6 a tomar otro frasco de
vidrio con 10mL de muestra de agua superficial y se introdujo el codigo de lectura 19 segun el
manual para posteriormente verificar el nivel de color expresado en miligramo/litro de Platino-

Cobalto mg/L (Pt-Co).

9.6.1.4 Solidos suspendidos
Se utilizé el equipo denominado Alcalimetro HANNA checker HI775 en el que se
procedié a tomar 10mL de muestra 0 (agua destilada) para poder realizar la primera
intervencion en el alcalimetro, una vez calibrado con muestra 0 se procedi6 a tomar otro frasco
de vidrio con 10mL de muestra de estudio y se introdujo el cédigo de lectura 94 segtin el manual
para posteriormente verificar la cantidad de solidos suspendidos expresado en miligramo/litro

(mg/L).

9.6.1.5 Dureza
Se utilizé el equipo denominado colorimetro DR 890 Hach en el que se procedio a tomar
100 mL de muestra de estudio en un balén fondo plano en el que se afiadié ImL de reactivo
Hach 2241821 indicador de calcio, para posterior agitar por 10 minuto hasta que esté
completamente disuelto en toda la muestra. Una vez agitado se afiadié Hach 2241832 indicador

de magnesio solucion y se agito por 10 minutos hasta homogeneizar ambos reactivos.

Se dividié en 3 matrices de lectura 10mL de muestra con reactivo disuelto y se designd

como muestra 0 al contenido de magnesio y de calcio. Para calibrar el equipo se afiadio6 EGTA
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Hach 2229726 y se agito durante 10 minutos. En la muestra de magnesio se afiadi6 EDTA
42632 y se agito por 10 minutos hasta homogeneizar en toda la muestra. Una vez realizado el
proceso se realizo la lectura en el que se introdujo el codigo de lectura 41 obtenido el resultado
de la medicion. Después se introdujo la otra matriz con solucién en el colorimetro con el cddigo

de lectura 327 para obtener el resultado de la dureza de calcio.

Para obtener la dureza total que mantiene el agua se debe de suma la dureza de calcio y
magnesio y dividir las cantidades para dos obteniendo el resultado final expresado en mg/L

(CaCO3).

9.6.1.6 Sulfatos
Se utilizé el equipo denominado Alcalimetro HANNA checker HI775 en el que se
procedié a tomar 10mlL de muestra 0 (agua destilada) para poder realizar la primera
intervencion en el alcalimetro, una vez calibrado con muestra 0 se procedié a tomar otro frasco
de vidrio con 10mL de muestra de estudio y se introdujo el codigo de lectura 91 segiin el manual
para posteriormente verificar la cantidad de sulfatos expresado en miligramos de sulfato/litro

(mgSo/L).

9.6.1.7 Determinacion de alcalinidad
Se utilizé el equipo denominado Alcalimetro HANNA checker HI775 en el que se
procedi6 a tomar 10mL de muestra 0 para poder realizar la primera intervenciéon en el
alcalimetro, una vez calibrado con muestra 0 se procedi6 a tomar otro frasco de vidrio con
10mL de muestra mas 1mL de reactivo HANNA HI937751001 en el que se agito durante 1
minuto hasta observar su cambio de color y con ello se procedio a la verificacion del nivel de

alcalinidad expresado en partes por millon (ppm).

Tabla 5: Tabla de parametros muestreados

N° |PARAMETROS EXPRESADOS COMO UNIDAD

1 Temperatura . 5P

2 | Potencial de hidrogeno pH UpH

3 | Color Pt/Co U(Pt/Co)

4 | Solidos Suspendidos (mg/L) (mg/L)

5 Dureza mg/L (CaCo3) mg/L (CaCo3)
6 | Sulfatos mgSo/L, (mgSo/L)

7 | Alcalinidad ppm ppm

8 | Turbidez NTU (NTU)

9 | Arsénico (mg/L) (mg/L) As

Fuente: Barriga Luis
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9.6.2 Aplicacion de indice internacional de calidad de agua
La aplicaciéon de un indice internacional tiene la capacidad de resumir y simplificar
datos complejos en relacion a los pardmetros obtenidos al momento del muestreo. Dicha
evaluacion da a conocer de forma agrupada y aplicando una serie de ecuaciones las condiciones
actuales del efluente hidrico para saber si es apta o no para el consumo (Caho-Rodriguez &

Lopez-Barrera, 2017).

9.6.2.1 Indice canadiense de calidad de agua
El indice de calidad de agua canadiense esta conformado por tres factores mismos que

determinan el alcance, la frecuencia y la amplitud para ello se establecen las siguientes

ecuaciones:
Alcaness Bl = N de variables fue.ra derango 100
Total de variables
. Nded d
Frecuencia:F2 = Ldedatosjueraderango , 4,
Total de datos
. i6 NSE
Amplitud: NSE = (250 ) _ g F3 = (—=2——)x100
Total de datos 0,01(NSE)+0,01
VF1+F2+F3
CWOI:100 — (Z22E
1,732
Tabla 6: Criterios para la clasificacion de las aguas segin CWQI
Criterios para la clasificacion de agua segin CWQI
CCME WQI | Clasificacion Descripcion
La calidad del agua esta protegida con ausencia de amenazas o
95-100 Excelente dafios.
La calidad del agua esta protegida con algunas amenazas o dafios de
80-94 Buena poca magnitud.
La calidad del agua es usualmente protegida pero ocasionalmente es
65-79 Regular amenazada o dafiadas
45-64 Marginal La calidad del agua es frecuentemente amenazada o dafiada.
0-44 Pobre La calidad del agua esté casi siempre amenazada o dafiada.

Elaborado por: Barriga Luis

9.6.3 Determinacion de medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono
Para la determinacién de medios de cultivo se evalu¢ diferentes fuentes de carbono tales
como: fructuosa, maltosa y vitamina C. tomando en cuenta recientes estudios donde se indica
su alta capacidad para masificacion de cultivos en cultivos a nivel de laboratorio industrial. El
establecimiento de medios de cultivo se utilizé 12 tubos coénicos (Falcon ®) con capacidad de

50mL, para cada fuente de carbono (fructosa, maltosa, vitamina C) se aford 37.5mL de muestra
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de agua superficial proveniente de la Quebrada Talahuachana y 12.5mL de medio compuesto
en el laboratorio El total aforado fue de 50mL de contenido en una relacién 75-25%. Cabe
destacar que las 3 fuentes de carbono proporcionan una buena metabolizacion de los

microorganismos haciendo favorable su enriquecimiento (Burbano, 2018).

Tabla 7: Establecimiento de medios en tubos Falcon.

Medio mineral

Solucién A: Cantidad | Unidad Descripcion

KH2PO4 09|g Fosfato mono potasico

NH4Cl 0,6|g Cloruro de amonio
Sulfato de magnesio hepta

MgS04 x 7 H20 0,12|g T

Trac_e element solution SL-6 (see 03| mL

medium 27)

Distilled water 75 | mL

Trace element solution SL-6:

ZnS0O4 x 7 H20 0,03|g Sulfato de cinc heptahidratado

MnCI2 x 4 H20 0,009 g S

H3BO3 0,09|g Acido Bérico

CaCl2 x 2 H20 0,06|¢g Cloruro de cobre

Solution B:

CaCl2 x 2 H20 0,006 | g Cloruro de calcio dihidratado

Distilled water 45 |mL

Solution C:

Fructose llg Fructosa

Distilled water 10 | mL

Maltosa llg Maltosa

Distilled water 10| mL

Vitamin C 1| mL Vitamina C

Distilled water 10 mL

Elaborado por: Barriga Luis

9.6.4 Masificacion de enriquecimientos bacterianos
Una vez establecido y determinada la idoneidad de los medios de cultivo en los ensayos
de la seccion anterior se aford en 12 envases plasticos de 1000mL en el que por cada fuente de
carbono (fructosa, maltosa, vitamina C) se masificé el aforé a 375mL de muestra de agua
superficial proveniente de la Quebrada Talahuachana y 125mL de muestra compuesta en el

laboratorio. Estableciendo envases con un total 500mL de mescla en una relacion 75-25%.
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Figura 8: Aforo de muestras por cada punto y fuente de carbono
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Elaborado por: Barriga Luis

Una vez enriquecido el medio se colocé un motor aireador de 12 conexiones con
mangueras y T plastica hasta llegar a cada botella. A través de las mangueras se suministro aire
a al medio enriquecido para que mantenga un dptimo nivel de oxigeno disuelto (O.D) en los
envases con el fin abastecer de oxigeno a los microorganismos y asi crear un ambiente similar
a donde originalmente se encontraban. Ademads, con este procedimiento se evitdo que el

enriquecimiento quede suspendido en la base.

9.6.5 Tincion simple
La tincién simple es el uso de colorante en las moléculas de bacterias que permiten el
cambio de color de las células y poder realizar la observacion en un microscopio optico. El
colorante empleado fue azul de metileno el cual sirvié para identificar la morfologia de las
células, tomando en cuenta sus caracteristicas principales tales como: el tamafio, la forma, el
arreglo y las estructura dado que las bacterias en estado natural son incoloras y por lo tanto no

presentan contraste con el medio (Prescott, 2002).

9.6.5.1 Tinciéon de Gram
La Tincion de Gram es el procedimiento que permite visualizar las células de
microorganismos de forma clara y transparente con la ayuda de un microscopio optico, con el

objetivo de presenciar su estructura interna y externa, cantidad y tamafio entre otras. A través
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de esta tincion se pueden clasificar las bacterias Gram positivas y Gram negativas segun la
composicion de la pared celular, ademas de poder observar los filamentos Gram positivos en
color azul y los Gram negativos en color rosa (L. Lopez et al., 2014). Para la realizacion de
Tincién Gram se detallan los siguientes pasos:

1 Seleccionar las colonias para realizar las improntas.

2 Afiadir una gota en el portaobjetos con la ayuda de una pipeta Pasteur realizando una
extension.

3 Fijar la muestra térmicamente sobre un mechero de forma circular.

4 Aplicar safranina en la muestra previamente fijada durante un minuto y medio, luego
lavar con agua destilada, agregar azul de metileno durante dos minutos y enjuagar
nuevamente. Por ultimo, agregar aceite de inmersién para obtener una mejor
visualizacion en el microscopio.

5 Observar la muestra bajo el microscopio a 100x

Figura 9: Proceso para la realizacion de Tincion Gram.

Cinta adhesiva
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Fuente: (L. Lopez et al., 2014).

9.6.5.2 Técnicas microscépicas
La principal técnica que se utilizo fue la microscopia de campo claro en el que se empleo6
aceite de inmersion, el cual es favorable para la visualizacion de microorganismos demostrando
efectividad en la clasificacion de bacterias. Para su visualizacion se utilizo el lente 100x que

permite apreciar tamafios como 0,2 um (L. Lopez et al., 2014).
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9.6.6 Conteo celular
9.6.6.1 Conteo celular por Neubauer
Para el conteo celular se utilizé la cAmara de Neubauer previamente preparada y lista.
Con la ayuda de una pipeta se tomé 1mL de muestra y se dejo caer las primeras 4 gotas para
evitar contaminacién exterior. Se colocd el portaobjetos en la cdmara y con la pipeta se llend
por efecto de capilaridad hasta estar repleta de muestra. (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007).
Se dej6 la muestra dentro de una caja Petri durante 2 minutos en un ambiente himedo antes de
llevar al microscopio optico en el que se realizo el conteo de células bacterianas de todas las

muestras enriquecidas para establecer el niimero total de células por muestra.

Figura 10: Camara de Neubauer llenada por efecto de capilaridad,

Fuente:(Bastidas, 2011).

9.6.6.2 Calculo celular
Para realizar el conteo se trabajé con un factor de descarte al momento de registrar cada
cuadrante, para asi obtener un resultado mas homogéneo en la muestra. Es decir, cada cuadrante
debera tener una diferencia relativa no muy lejana de su cantidad referencial, si un cuadrante
no cumple con lo establecido serd descartado y se contabilizara el cuadrante central hasta

cumplir con el requerimiento de conteo.
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Figura 11: Conteo de células
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Fuente: (Bastidas, 2011)

Para el célculo de la concentracion celular se aplicamos la siguiente formula:

numero de células ; _-
* (factor de dilucion)

concentracion (cel/mL) = —=——"—
Numero de células: es el total de células contadas en todos los cuadros.

El volumen: es el volumen total de todos los cuadros en donde se realiz6 el conteo.
Obtenemos el volumen de 1 cuadro:

0,1 cm x 0,1 cm= 0,01 cm? de superficie

0,01 em? x 0,1 mm (profundidad)= 0,01 em? x 0,01 cm = 0,0001 ¢cm® = 0,0001 mL.

Segun (Bastidas, 2011) para que los datos de una muestra sean fiables es recomendable

contenga una cantidad optima de conteo minima de 1 millon de celular * mL (10° células/ mL).

9.6.7 Medicion celular por densidad oOptica en espectrofotometro y curva de

crecimiento

Los ensayos de crecimiento bacteriano medidos por densidad optica a 550 nm en
presencia de Maltosa, Fructosa y Vitamina C como fuente de carbono y asumiendo Arsénico
como fuente de energia y donador de electrones. Curvas de crecimientos seleccionados durante

una evaluacion de 12 horas con mediciones realizadas cada 15 minutos en los 4 puntos de

muestreo.
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Para lo cual se calibro el densimetro a una longitud de onda de 550 nanometros, después
se introdujo muestra 0 (agua destilada) en una celda y limpia sin obstrucciones para que no
exista interferencia al momento de la lectura. Se colocd del lado correcto de la celda e introducir

en el espectrofotometro para medir la absorbancia de muestra 0.

El crecimiento del cultivo se estim¢ a partir de la densidad Optica, el recuento de células y la
concentracion de proteinas. La densidad Optica a 550 nm se midi6 utilizando un densimetro

celular Ultrospec 10® (Biochrom, EE. UU).

9.6.8 Aislamiento bacteriano
9.6.8.1 Preparacion de medios solidos enriquecidos
Se utilizd Agar Nutritivo debido a que es un medio de cultivo selectivo y diferencial
que permite el crecimiento de bacterias de cualquier tipo. Se afiadié 3 fuentes de carbono
(fructosa, maltosa, vitamina C) para la obtencion del medio de cultivo enriquecido se afor6 2,5
gramos de cada fuete de carbono y 5 gramos de Agar Nutritivo en 100mL de agua destilada
realizando la mezcla en 3 matraz (uno por cada fuente de carbono) con el fin de que crear un
medio de cultivo solido fortalecido, finalmente se realiz6 movimientos de vaivén y rotacion
hasta lograr una mescla homogénea. Una vez disuelto el medio se procedié a colocar en la

autoclave y se esterilizo a una temperatura de 121°C durante 15 minutos (Fernandez, 2017).

9.6.8.2 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, con la ayuda de
una probeta se procedié a verter 15 mL de medio liquido con fructosa en tres cajas Petri de
vidrio estériles, 15 mL de medio liquido con maltosa en tres cajas Petri de vidrio estériles, 15
mL de medio liquido con vitamina C en tres cajas Petri de vidrio estériles. Finalmente se afiadié
1 separador de aluminio estéril dentro de la placa Petri a fin de evitar la interferencia de muestras

de otros puntos al momento de la siembra con pipeta Pasteur (Sanz, 2011).

9.6.8.3 Técnica de siembra por vertido en placa con pipeta Pasteur
Una vez solidificado el medio de cultivo enriquecido en placas Petri se seleccionan las
muestras en el que se utilizé el método de siembra por vertido placa para lo cual con la ayuda
de una pipeta Pasteur se proceder a la toma de una cantidad aproximada de 0,05mL y se sembro
una gota en la caja Petri, de acuerdo a las divisiones propuestas segun la cantidad de muestras.

Se sigue con el proceso de manera similar hasta completar el total de cajas Petri con cada medio







41

de carbono propuesto. Se deja reposar en la incubadora a una temperatura de 22°C por 3 dias

hasta su proliferacion (Garibaldi ef al., 2009).

Figura 12: Siembra por vertido en placa

Siembra por
extension

== é@@@

La muestra (0,1 ml o menos) La muestra se extiende uniformemente y
se pipetea sobre la superficie sobre la superficie del agar usando un Resultado tipico de la sembra
de la placa con agar asa de vidnio esteéril

Siembra por vertido Colonias de Colomas

en placa superficie inchuidas en
‘/ / el madia
N
La muestra se pipetea Se afade medio esténl y se Hesultado tipico del vertido
en la placa estenl mezcla bien con el indculo en placa

Fuente: (Garibaldi et al., 2009).

9.6.8.4 Conteo de colonias
En el conteo de colonias se utilizo un contador de colonias digital CP-600/1 en el que
se introdujo la caja Petri de reverso para observar las colonias formadas en cuadriculas que
ayudan a su diferenciacion. Se identifico el nimero de colonias con la ayuda de un rotulador
(marcador) se procedio a pulsar la caja Petri en orden descendente y de izquierda a derecha, a
su vez el contador de colonias fue marcando cada pulsacion hasta finalizar el conteo y obtener
el resultado total de cada caja Petri (Corral et al., 2012). El procedimiento se realizd por todos

los puntos y por cada fuente de carbono propuesto y el numero de cajas Petri.

Figura 13: Conteo de colonias

Fuente: (Sanz, 2011)
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9.6.8.5 Aislamiento de colonias por estrias
Con un asa de siembra se tom¢ una pequefia cantidad de masa bacteriana de la colonia
de la muestra madre de agar Nutritivo enriquecida con maltosa, fructosa, vitamina C. Con ello
se inoculd en un nuevo medio de cultivo de agar nutritivo haciendo estrias muy juntas. La
incubacion en condiciones adecuadas proporcionara un cultivo puro. Se repitio el proceso con

cada tipo de colonia de diferentes muestras enriquecidas (Sanz, 2011).

Figura 14: Aislamiento de colonias por estrias de medios enriquecidos

Fuente: (Sanz, 2011)

9.6.9 Caracterizacion biofisica
Para la caracterizacion biofisica de la zona de estudio se utiliz6 la herramienta Arcgis
10.4.1 para lo cual se tomé en cuenta los pisos altitudinales de 3400 a 3700 msnm 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 shapefile (SHP) descargados del SNI, MAG y Sigagro en la que
se determiné datos importantes como la temperatura, precipitacion, pendiente, areas de interés

entre otros.

Para esto se procedié al ingreso de los archivos SHP de clima, precipitacion,
temperatura, pendiente, agroecologia, hidrogeologia, textura de suelos, taxonomia de suelos,
erosion de suelo, movimiento de masas, aptitud agricola y cobertura vegetal 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. La aplicacion ArcGIS 10.4.1 permite obtener
el area de cada distribucién, porcentajes especificos de la descripcién presente en el mapa

correspondiente, como también la distribucion en toda el drea de estudio.







11 Analisis y discusion de los resultados

11.1 Area de Estudio
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Se definid como 4rea de estudio a la quebrada Talahuachana que nace desde las faldas

del volcan Iliniza Sur, perteneciente a la microcuenca del Rio Cutuchi en la parroquia de

Toacaso, Cantén Latacunga, Provincia de Cotopaxi. Su ubicacion es de -9.921795 de latitud

sur y -75.2664 de longitud oeste, con una altitud fluctuante de 3700 a 3800 msnm, tiene

estribaciones que dan origen a pequefios rios que atraviesan la parroquia de Planchaloma (MAE,

2015). La delimitacion se 1levé a cabo especificamente en el sitio por la cercania que mantiene

con el estratovolcan Iliniza Sur del que nace agua subterranea y superficial, convirtiéndose en

un 4rea poco monitoreado por las autoridades de control. Con la herramienta Arcgis 10.4.1 se

identifico oportunamente los 4 puntos para la posterior toma de muestra.

Figura 15: Ubicacion del drea de estudio Quebrada Talahuachana.
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Sistema de refencia espacial
WGS 1984 Zona 17 Sur

Elaborado por: Barriga Luis

Fuente: MAGAP 2011

Escala: 1:125.000

Este sitio es conocido por su actividad volcénica que actualmente se mantiene

inactiva y que dispersa naturalmente metales pesados producto de la meteorizacion, de los

cuales mas de 20000 habitantes consumen el agua de mas de 15 fuentes (Toapanta, 2022).
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La quebrada Talahuachana comprende una longitud de 8.38 km hasta la comunidad de
Planchaloma, convirtiéndose en la primera fuente indispensable de agua utilizada

mayormente para la agricultura y ganaderia del lugar.

11.2 Caracterizacion biofisica del piso altitudinal entre 3400 y 3700 msnm
11.2.1 Clima
El area comprende en un 100% de clima de tipo (Ecuatorial de Alta montafia) en el que
su precipitacion oscila entre los 500 a 700mm de precipitacion anual debido a su altitud es
producto de la condensacion de neblina. De acuerdo al (GAD Toacaso, 2020) al ser un clima

de alta montafia como se observa en la Figura 16 su temperatura oscila entre los 6 °C a 12 °C.

La importancia del clima se destaca en los procesos de condensacion, acidificacion y
precipitacion en las que la temperatura es indispensable. Dentro del ambito de contaminacion
de arsénico en el agua en aguas superficiales el proceso de evaporacion no existe a lo cual
responde con un aumento en la salinidad y pH de las aguas. Sin embargo, debido a los vientos
calidos que provienen del tropico pueden traer consigo polvo que son depositados directamente

en el agua superficial.

Figura 16: Clasificacion de los tipos de climas del rio Blanco (3100 a 3300 msnm).

X

+ Py,

eyenda M
°  Pumcs
e Quabondan_lalshuscher s
r as 2 1 4
ECUATORIAL DE ALTA MONTAY < oman

Elaborado por: Luis Barriga

Fuente: INAMHI 2008

11.2.2 Precipitacion
El 100% de la zona de estudio del piso altitudinal de 3400 y 3700 msnm presenta una
precipitacion que oscila entre los 500 a 750 mm anuales por lo cual es considerado como una

zona moderadamente lluviosa como se observa en la Figura 17. El area de estudio se encuentra
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en la parte montafiosa del Ecuador en el que existe la presencia de los vientos calidos
provenientes del trépico y la presencia de neblina que se condensan para producir lluvia

(Martinez Valdés & Villalejo Garcia, 2018).

La principal contaminacion por fuentes cercanas a depdsitos volcanicos se da por efecto
de la meteorizacion interna y por fendmenos naturales como la precipitacion que trae consigo
contaminantes de origen atmosférico que esta relacionada al ciclo hidrolégico. En el ambiente
existen diversas particulas que provenientes de industrias que expulsan gases a cielo abierto y
que posterior se depositan en sitios de mayor precipitacion y terminando en los causes por
medio de escorrentia. Los metales pesados disueltos en el agua tienden a movilizarse y terminar

en rios y posterior usos que le da el ser humano (Pabdn et al., 2020).

Figura 17: Precipitacion de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm).
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Elaborado por: Luis Barriga

Fuente: INAMHI 2008

11.2.3 Temperatura
El area de estudio cuenta con dos tipos de temperaturas en la cual predomina con el 82,3
% la temperatura de 8 °C a 10°C y secunda con el 17,7% corresponde a una temperatura de 6
°C a 8 °C. Dando a conocer que a mayor piso altitudinal la temperatura disminuye en un rango

que generalmente poseen areas de alta montafia como se observa en la Figura 18.







Figura 18: Temperatura del rio Blanco (3100 a 3300 msnm).

780000
1

Leyenda
e  Puntos
~——— Quebrada_]
ISOTERMA
68

i 10

11.2.4 Pendiente

Elaborado por: Luis Barriga

Fuente: INAMHI 2008
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El area de estudio presenta el mayor drea que predomina en el sitio con 45,79%

pertenece a moderadamente ondulado, la pendiente colinado con un 18,15% de presencia que

hace referencia a una pendiente muy empinada o muy fuerte, el 14,83% de superficie plano a

casi plano con pendientes nulas o débiles, el 11,05% de la zona corresponde de suave a

ligeramente inclinado con una pendiente no muy empinada o considerada como regular y

finalmente el 10,18% pertenece el area ligeramente ondulado (Micro relieve) pendientes que

poca existencia de relieve como se observa en la Figura 19.

En la cuenca media y alta de la Quebrada Talahuachana circula un cauce de curso medio

en el que presenta una pendiente montafiosa provocando escurrimiento natural y también

propenso a desbordes e inundaciones.

Tabla 8: Division de la pendiente de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm).

CLASE | CLASIFICACION DE LA PENDIENTE | PORCENTAJE
1 Moderadamente ondulado 45,79%
2 Colinado 18,15%
3 Plano a casi plano 14,83%
4 Suave a ligeramente inclinado 11,05%
3 Ligeramente ondulado (Micro relieve) 10,18%
TOTAL 100,00%

Elaborado por: Barriga Luis
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Figura 19: Porcentaje de pendientes de la Quebrada Talahuachana
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Elaborado por: Luis Barriga

Fuente: Sigagro 2003

11.2.5 Agroecologia

En el piso altitudinal de 3400 a 3700 msnm, presenta un area con cuatro tipos de suelos
obteniendo su mayor area con un 33,7% de suelos de Tierras con ligeras limitaciones o con
moderadas practicas de conservacion que se representa como suelo con poca o nada de erosion,
contienen fertilidad media y alta y mantiene un drenaje bueno o moderado. El 20,5% de suelo
corresponde a Tierras con severas limitaciones, se caracteriza principalmente por ser incipientes
para el cultivo en el que se crean métodos intensivos de manejo para poder ser producidas con
fines agropecuarios. Seguido de las Tierras no cultivables, aptas para fines forestales ocupa un
16,2% en el area que hace referencia a un suelo empinado con poco acceso en el que son
destinadas para iniciativas forestales de especies propias o autoctonas. El 15,9% pertenece a
Tierras aptas para conservacion de vida silvestre, regularmente son terrenos que se encuentren
en un estado natural en el medio ambiente, mantienen una conservacion del ecosistema en
especial prolifera la flora y fauna en el sitio dando lugar a un ambiente apto para el desarrollo
de especies. Por tltimo, con un area del 13.6% pertenece a un area de Tierras no cultivables
con severas limitaciones de humedad, aptas para pastos, estos suelos por lo general no tienen
declives y no son susceptibles a erosion, poseen caracteristicas fisicas de vegetacion
permanente que son apropiadas para el desarrollo de actividades no agricolas enfocadas a

actividades pecuarias, las 4 clasificaciones se pueden observar en la Figura 20.
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Figura 20: Agroecologia de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm).
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Elaborado por: Luis Barriga

Fuente: MAGAP 2005

11.2.6 Hidrogeologia

En el 4rea de estudio se presenta 5 clasificaciones hidrogeoldgicas, el primero con el
38,6% pertenece al Deposito Laharitico (terraza) su origen se debe a la acumulacion de material
volcanico que han sido depositados o generados en una erupcion, o a su vez han removidos o
mezclados por los cuerpos de agua durante su recorrido natural se incorporan sedimentos,
seguido del 34,2% que pertenece a Toba, Lapilli de pomez, Ceniza, Toba que hace referencia
también a la acumulacion de material volcanico de baja permeabilidad mesclado por pequefios
cuerpos de agua, en consecuente con un 13,4% de Flujos de lava, Toba, Andesita, Aglomerado,
Piro clastico que se encuentran a medida que disminuye la altura por efecto de actividad
volcanica con depositos situados en la lejania del volcan que es de muy baja permeabilidad,
seguido con el 9,5% un 4rea menor de Andesita que contiene minerales y esta logada a el encaje
de particulas producto de la erupcion volcanica su composicion es inmediata y su permeabilidad
es media, también se encuentra con un 2,9% el Aglomerado, Toba de con permeabilidad media
de origen magmatico formada en la superficie al momento de una erupcion que forma parte de
los restos exteriores del drea, y por ultimo Piro cléstico, Andesita y Aglomerado que son
fragmentos de roca ignea volcénica solidificados, resultante de la suspension de particulas de
grano fino en el agua y aire que se realiza durante su recorrido aéreo como se observa en la

Figura 21.
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Figura 21: Hidrogeologia de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm).
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Elaborado por: Luis Barriga
Fuente: MAGAP 2005

11.2.7 Textura de suelos

El 4rea de estudio cuenta con 2 tipos de textura de suelo en el que se destaca con el 97,54% de
tipo Franco que se puede caracterizar por ser un suelo de elevada productividad y equilibrados,
catalogados aptos para produccion agricolas y generalmente se encuentra en sitios de alta
montafia (paramo), seguido del 2,46% de suelo de tipo Franco, Arcillo, Arenoso contiene varios
componentes en diferentes proporciones es por ello que se lo cataloga como algo
desequilibradas, moderadamente desarrollados y poco aptos para la produccién agricola como

se observa en la Figura 22.

Figura 22: Clasificacion de la textura de los suelos de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm)
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11.2.8 Taxonomia de suelos

El area de estudio cuenta con dos tipos de taxonomia en que se encuentra con un 62.8%
de tipo Molisol que son suelos de color oscuro y presenta altos contenidos de materia organica
convirtiéndolos en fértiles y aptos para la produccion agricola, se encuentra en zonas semidridas
o semihumedas con cobertura vegetal, seguido del tipo Inceptisol con un 37,2% formado por
material litico de origen volcanico son suelos que nacen de las cenizas volcdnicas y que en

zonas de alta montafia se presenta de color negro como se observa en la Figura 23.

Figura 23: Clasificacion de la taxonomia de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm).
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Elaborado por: Luis Barriga
Fuente: MAGAP 2005

11.2.9 Erosion del suelo

En el 4rea de estudio se presenta dos clasificaciones de erosion de suelo, en el que se
identifica un nivel bajo con un 11,8% de Areas Erosionadas en el que hace referencia a sitios
en el que la erosiéon ha cumplido todo su proceso y son suelo inherentes que no son factibles
para realizar actividades agropecuarias o de regadio, seguido del 88,2 de Areas en proceso de
erosion que implica en el movimiento y transporte de material existente en el drea que estan en

procesos de erosion como se observa en la Figura 24.
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Figura 24: Erosion del suelo de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm)
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Elaborado por: Luis Barriga
Fuente: MAGAP 2003

11.2.10Movimientos de masa

El area de estudio posee el 1,1% de superficie con alta susceptibilidad a movimientos
de masa que se determina como zonas con fallas producto de una meteorizaciéon moderada y
también discontinuidades desfavorables en donde se ha registrado deslizamientos, seguido de
52,3% de areas con mediana susceptibilidad a movimientos en masa, son zonas con pocas fallas,
erosion intensa y materiales saturados en donde no se han registrado una menor cantidad de
deslizamientos pero no hay completa seguridad de que ocurra, y por ultimo el 46,6% de sitios
de baja susceptibilidad de movimientos en masa son laderas que mantienen algunas fisuras,
materiales erosionados no saturados en donde la probabilidad de deslizamientos es baja o nula

como se observa en la Figura 25.
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Figura 25: Movimientos de masa de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm).
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Elaborado por: Luis Barriga
Fuente: MAGAP 2005

11.2.11Aptitud agricola

El 4rea de estudio presenta tres tipos de aptitud de suelo, en cl que se destaca el area de
cultivos con un el 65,4%, son areas en las que a través de personal y maquinarias dan origen a
diversos tipos de cultivos de paramos o alta montafia, varios tipos de hortalizas y vegetales son
sembrados en extensiones que estan aptas ya que son de facil acceso para las personas y la
maquinaria ademas de aprovechar de buena manera el regadio. ElI 17,3% representa a los
bosques, dentro de la zona se encuentran caracteristicas importantes de forestacion,
reforestacion y mantenimiento de la cobertura vegetal que ayuda a la conservacion del recurso
hidrico, estos suelos son importantes para preservar los ecosistemas en su forma natural y que
no sufra alteraciones por diferentes tipos de intervenciones humanas. Por ultimo, el 17,3% del
area de Pastos representa una paridad con los bosques de la zona, se determinan como areas
marginales para la agricultura, mejoramiento de pastos naturales existentes y zonas marginales
para la agricultura, mejoramiento de pastos naturales existentes, estos suelos en su totalidad
estan cubierto de pastos que se generan de manera natural y no sufren alteraciones, en su

mayoria estas areas estan destinadas al uso pecuario como se observa en la Figura 26.
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Figura 26: Aptitud agricola de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm).
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11.2.12Cobertura Vegetal

En el 4rea de estudio se encontro nueve clasificaciones de cobertura vegetal, en la que
se destaca el area de Pasto cultivado en areas en procesos de erosion con un 30,4%, seguido de
50% cultivos de ciclo corto 50% paramo con un 20,6, Maiz en dreas en procesos de erosion con
un 15.8 %, seguido de Paramo con un 11,8%, ademas de 70% de pasto natural/30% cultivo de
ciclo corto con un 8,2% , Area erosionada con 6,2%, Bosque natural con 3,8%, Bosque plantado

con 2,7%, y por ultimo 50% cultivos de ciclo corto/ 50% pasto cultivado con un 0,4% como se

observa en la Figura 27.

Figura 27: Cobertura vegetal de la Quebrada Talahuachana (3400 a 3700 msnm)
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11.3 Evaluacién parametros fisico-quimicos y concentracion de arsénico de la Quebrada
Talahuachana

11.3.1 Comparacion de criterios de calidad de agua con la tabla 1 AM097 A

En las muestras de los cuatro puntos de la Quebrada Talahuachana se realiz6 el analisis
fisico- quimico in situ, con el equipo DR/890 Colorimeter de la marca HACH y Alcalinity
checker de lamarca HANNA. A fin de realizar el analisis de la calidad del agua in situ y obtener
una mayor precision en los resultados, asi como también identificar los factores que alteran su
calidad. Los resultados obtenidos se compararon con la tabla 1 y 3 del Acuerdo Ministerial 097-
A con el objetivo de determinar si el efluente hidrico de la quebrada se encuentra dentro de los

limites maximos permisible de acuerdo a la legislacion legal vigente.

Tabla 9: Criterios de calidad de agua para consumo humano y riego

AMO097-A
N° | PARAMETROS | UNIDAD P“;“O Pu;to . e ¥ ra
Tabla 1 Tabla 3

I | Arsénico wgl)  MeAEGEREIEREaoE 0,1 0.1
2 | Temperatura S 10 10 10 10 Ausente Ausente
g |Polemildege g 67 | 66 | 6 | 61 | 6-9 6-9

hidrégeno
4 | Color U(Pt/Co) | 550 | 348 102 89 19 Ausente

Solidos

2
5 Suspandidos (mg/L) 73 71 63 25 Ausente Ausente
mg/L "

6 |Dureza (CaCo3) 8,2 5,7 4.3 0,28 | Ausente Ausente
7 | Sulfatos (mgSo/L) | 65 58 51 21 500 250
8 | Alcalinidad ppm 218 | 181 130 | 131 Ausente Ausente
9 | Turbidez (NTU) 91 76 73 16 100 Ausente

Elaborado por: Barriga Luis

11.3.2 Comparacion de arsénico (As)

En los resultados obtenidos de los analisis de Arsénico (As) en los 4 puntos del efluente
hidrico de la Quebrada Talahuachana se encontr6 una concentracién de 1.34, 1,7, 1,5 y 3,9mg/L
mismos que superan la cantidad de la tabla 1 y 3 del Acuerdo Ministerial 097-A, con un limite
de calidad permitido de 0,1 mg/L, que quiere decir que dicho resultado excede el maximo
permitido y que no debe ser usado para consumo ni riego. El area de estudio de acuerdo a su

ubicacion geografica se ve altamente influenciado por el drenaje del agua en areas en proceso
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de meteorizacion y zonas mineralizadas en los que la concentracion de arsénico en el agua
superficial se ha incrementado. E1 compuesto inorganico arsénico (As) en cantidades superiores
a las recomendadas es letal y se relacionan con varios tipos de enfermedades como el cancer de

piel, pulmén e higado (K. Romero et al., 2014).

11.3.3 Comparacion de potencial de hidrogeno (pH)

En los resultados obtenido de Potencial de Hidrogeno de los 4 puntos del agua de la
Quebrada Talahuachana se encontrd con un agua de 6,7-6,6-6 y 6,1 Unidades de pH (UpH).
Comparando dichos criterios con la tabla 1 y 3 del AM097-A que tiene un rango de (6-9) UpH,
se encontrd que su nivel estd dentro de los limites maximos permisible. El valor de este
parametro podria verse afectado y variar de acuerdo a algunos factores como: el drenaje
agricola, el escurrimiento natural, drenaje acido, asi como también el vertimiento de
contaminantes utilizados en fumigaciones. Estos factores influyen directamente puesto que de

cierta manera todos terminan en el cauce del rio (Isch, 2011).

11.3.4 Comparacion de color (Pt-Co)

En los resultados obtenidos de la prueba de colorimetria de agua de los 4 puntos de la
Quebrada Talahuachana se encontrd cantidades de 550, 348,102 y 89 unidades de platino
cobalto (UPC). Comparando dichos criterios con la tabla 1 del AM097-A en el que mantiene
una cantidad de 75 UPC, dicha cantidad sobrepasa el limite maximo permisible de acuerdo a la
legislacion legal vigente, la cual se convierte en un agua no apta para el consumo humano. La
alteracion en el color del agua se debe a la presencia de materia orgénica, sustancias quimicas
y naturales procedentes de la meteorizacion en las que se libera magnesio, cobre o hierro y se
encuentran disueltos o suspendidos en el agua cambiando su coloracion a simple vista

(Villanueva & Avila, 2019).

11.3.5 Comparacion de sulfatos

En los resultados obtenidos del analisis de sulfatos en el agua de los cuatro puntos de la
Quebrada Talahuachana se encontrd con cantidades de 65, 58, 51 y 21 mgSo/L. Comparando
dichos criterios con la tabla 1 y 3 del AM097-A en el que mantiene una cantidad de 500 y 250
mgSo/L, se encontrd que las cantidades no sobrepasan el limite maximo permisible de acuerdo
ala legislacion legal vigente. La presencia de un exceso en el nivel de sulfatos puede ser notable
al momento de beber el agua, creando un efecto laxante en el consumidor (Bolafios-Alfaro et

al., 2017).







56

11.3.6 Comparacion de turbidez

En los resultados obtenidos del analisis de turbidez del agua en los cuatro puntos de la
Quebrada Talahuachana se encontr6 con cantidades de 91, 76, 73 y 16 NTU. Comparando
dichos criterios con la tabla 1 del AM097-A en el que mantiene una cantidad de 100 NTU, se
encontré que las cantidades no sobrepasan el limite maximo permisible de acuerdo a la
legislacion legal vigente. La turbidez del agua es la medida en la cual pierde su transparencia
debido a la existencia de particulas en suspension, es decir debido a factores externos como las
fuertes precipitaciones son causantes de ocasionar altos niveles de turbidez en el agua

(Villanueva & Avila, 2019).

11.4 Indice canadiense de calidad de agua (WQI Canadian)

Para realizar el indice de calidad de agua canadiense se conformd una tabla con puntos de
muestreo representativos en relacion a minimo cuatro parametros con resultados positivos y
negativos con los que se estableci6 una formula con ecuaciones significativas como: el alcance,
la frecuencia y amplitud para finalmente obtener el resultado en relacién a una escala propia de

la metodologia del indice.

Tabla 10: Puntos y parametros fisico-quimicos

Pardmetro Arsénico pH Color Sulfatos | Turbidez
Unidades (mg/L) As | UpH | U(Pt/Co) | (mgSo/L) | (NTU)
LMP 0,1 6a9 75 500 100

Datos > > > i >
P01 1,34 6,7 550 65 91
P02 1,7 6,6 348 58 76
P03 1,5 6 102 31 73
P04 3,9 6,1 89 21 16

Elaborado por: Barriga Luis

Valor del alcance
2
F1 = gx 100 = 40
Valor de frecuencia

8
F2 = (%)x 100 = 40
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Valor de NSE

NSE = (1,34/0,10 — 1) + (1,70/0,10 — 1) + (1,50/0,10 — 1) + (3,9/0,10 — 1) + (550/
75 — 1) + (348/75 — 1) + (102/75 — 1) + (89/75 — 1)/20 = 4,5

Valor de la amplitud

4,5 4,5

= = == 0
o 0,01x4,5+ 0,01 0,05 ?
WQI
— V402 + 402 + 902 2
Qf = 1,732 o

El resultado obtenido fue de 39,63 que se encuentra dentro del rango 0-44 de calidad pobre y
se considera como un agua que estd casi siempre amenazada o dafiada, las condiciones
usualmente se apartan de los niveles naturales o deseados (Caho-Rodriguez & Lopez-Barrera,

2017).

11.5 Estandarizacion de medios habiles con diferentes fuentes de carbono

La estandarizacién de medios se realizé en tubos Falcon de 100mL de contenido de
solucién y muestra para poder descartar fallos al momento de masificar el medio en botellas de
mayor capacidad. Se estandarizo las condiciones de crecimiento hébiles en las cuatro muestras
del agua procedente de la Quebrada Talahuachana en la que se obtuvo el enriquecimiento de
forma favorable para posterior desarrollar el enriquecimiento, obteniendo mejor reproduccion

de baterias tolerantes a arsénico.

11.5.1 Estandarizacion con fuente de carbono Fructosa

La estandarizacion se compone principalmente de la fuente de carbono fructosa y demas
reactivos. La fructosa es un monosacarido que mejora la tasa de oxidacion de glucosa y
proporciona energia mejorada contribuyendo a la reproduccion y enriquecimiento celular

bacteriano, convirtiéndose en un medio habil y eficiente (Pérez Cruz et al., 2007).







58

Tabla 11: Lista de reactivos con fuente de carbono fructosa.

Reactivos

Fuente de carbono: Fructosa

Fosfato mono potéasico (KH>POy)

Cloruro de amonio (NH4CL)

Sulfato de magnesio (MgSO4 7H>0)

Solucion de oligoelemento

Sulfato de cinc (ZnSO4 7H>0)

c'ai : b
= medio =

- H n, 3
[ — 73 'Cnené‘o

Cloruro de manganeso (MnCl, 4 H>O)

Acido bérico (H3Bo3)

Cloruro de cobre (Cuclz 2 H>0)

Cloruro de calcio (CaCl, 2 H>O)

. Frocto® Noctosa

Elaborado por: Barriga Luis

11.5.2 Estandarizacion con fuente de carbono Maltosa

La estandarizacion se distinguio por tres diferentes fuentes de carbono maltosa. En el

que la maltosa actiia como buena fuente de carbono, puesto que las células emplean de manera

positiva la glucosa proveniente de este elemento y lo utiliza como fuente metabdlica

favoreciendo el crecimiento bacteriano (Azcona, 2016). Las otras dos fuentes por su parte son

mas restrictivas y requieren mayor adaptacion del cultivo para un crecimiento masivo.

Tabla 12: Lista de reactivos con fuente de carbono maltosa.

Reactivos

Fuente de carbono: Maltosa

Fosfato mono potasico (KH2POy)

Cloruro de amonio (NH4CL)

Sulfato de magnesio (MgSO4 7H>0)

Solucién de oligoelemento

Sulfato de cinc (ZnSO4 7H>0)

Cloruro de manganeso (MnCl> 4 H>O)

Acido bérico (H3Bos)

Cloruro de cobre (Cuclz 2 H>0)

Cloruro de calcio (CaCl> 2 H>O)

Elaborado por: Barriga Luis

11.5.3 Estandarizacion con fuente de carbono Vitamina C

La estandarizacion se compone principalmente de fuente de carbono Vitamina C y

demas reactivos. Actia como nutriente hidrosoluble que ayuda a proteger y fortalecer las

células de los microorganismos mejorando su enriquecimiento (Proafo Bastidas et al., 2017).
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Tabla 13: Lista de reactivos con fuente de carbono Vitamina C.

Reactivos Fuente de carbono: Vitamina C

Fosfato mono potasico (KH2PO4)
Cloruro de amonio (NH4CL)

Sulfato de magnesio (MgS04 7TH20)
Solucion de oligoelemento

Sulfato de cinc (ZnSO4 7H>0)
Cloruro de manganeso (MnCl» 4 H>O)
Acido bérico (H3Bo3)

Cloruro de cobre (Cuclz 2 H20)
Cloruro de calcio (CaCls 2 H20) P

Elaborado por: Barriga Luis

11.6 Masificacién de enriquecimientos bacterianos

La masificacién se realizé a partir del establecimiento en tubos Falcon obteniendo un
resultado de enriquecimiento favorable para su masificacién en botellas de 1000mL. Para lo
cual se utilizé las mismas fuentes de carbono (fructosa, maltosa, vitamina c) con los mismos
compuestos inorgénicos, las cuales son apropiadas para establecer las condiciones de
crecimiento adecuadas. Con la incorporacion de fuentes de energia inorgénicas se establecio

combinaciones de nutrientes para permitir el crecimiento y reproduccion.

11.6.1 Masificacion de enriquecimientos con fructosa

Ia masificacién se compone principalmente de la fuente de carbono fructosa y demas
reactivos. La fructosa es un monosacarido que mejora la tasa de oxidacion de glucosa y
proporciona energia mejorada contribuyendo a la reproduccion y enriquecimiento celular

bacteriano, convirtiéndose en un medio hébil y eficiente (Pérez Cruz et al., 2007).

Tabla 14: Lista de reactivos con fuente de carbono fructosa.

Reactivos Fuente de carbono: Fructosa

Fosfato mono potasico (KH2POy)
Cloruro de amonio (NH4CL)

Sulfato de magnesio (MgSO4 7TH20)
Solucion de oligoelemento

Sulfato de cinc (ZnSO4 7H20)

Cloruro de manganeso (MnCI2 4 H20)
Acido bérico (H3Bo3)

Cloruro de cobre (Cucl, 2 H2O)
Cloruro de calcio (CaCla 2 H20)

Elaborado por: Barriga Luis







11.6.2 Masificacién de enriquecimientos con Maltosa

La masificacién se compone principalmente de fuente de carbono maltosa y demas
reactivos. En el que la maltosa actia como buena fuente de energia, puesto que las células

aprovechan eficazmente la glucosa proveniente de este elemento y lo utiliza como fuente

metabolica favoreciendo el crecimiento bacteriano (Azcona, 2016).

Tabla 15: Lista de reactivos con fuente de carbono maltosa.

Reactivos

Fosfato mono potasico (KH2PO4)

Cloruro de amonio (NH4CL)

Sulfato de magnesio (MgSO4 7H20)

Solucion de oligoelemento

Sulfato de cinc (ZnSO4 7H20)

Cloruro de manganeso (MnClz 4 H>O)

Acido bérico (H3Bos)

Cloruro de cobre (Cuclz 2 H20)

Cloruro de calcio (CaClz 2 HxO)

Fuente de carbono: Maltosa

Elaborado por: Barriga Luis

11.6.3 Masificacion de enriquecimientos Vitamina C

La masificacion se compone principalmente de fuente de carbono Vitamina C y demas

reactivos. Actlia como nutriente hidrosoluble que ayuda a proteger y fortalecer las células de

los microorganismos mejorando su enriquecimiento (Proafio Bastidas et al., 2017)

Tabla 16: Lista de reactivos con fuente de carbono Vitamina C.

Reactivos

Fuente de carbono: Vitamina C

Fosfato mono potasico (KH2POs)

Cloruro de amonio (NH4CL)

Sulfato de magnesio (MgSO4 7H20)

Solucién de oligoelemento

Sulfato de cinc (ZnSO4 7H20)

Cloruro de manganeso (MnCl 4 H,0)

Acido bérico (H3Bo3)

Cloruro de cobre (Cucl> 2 H20)

Cloruro de calcio (CaClz 2 H20)

Elaborado por: Barriga Luis
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11.7 Identificacién de células bacterianas con tincion simple y Gram
11.7.1 Tincién simple de bacterias enriquecidas con fructosa

En los resultados obtenidos de la tincidén simple de muestras enriquecidas con fructosa
se identifico grupos de bacterias Gram positivas (Estreptococos). De acuerdo al proceso de
tincion se observo una moderada cantidad de bacterias de este tipo, siendo un excelente método

en el enriquecimiento y reproduccion celular.

Tabla 17: Identificacion de bacterias con fructosa

Tincion de muestra 01 con fructosa Tincion de muestra 02 con fructosa

Tincion de muestra 03 con fructosa Tincion de muestra 04 con fructosa

Elaborado por: Barriga Luis







11.7.2 Tincién simple de bacterias enriquecidas con maltosa

En los resultados obtenidos de la tincién simple de muestras enriquecidas con maltosa
se identificé grupos de bacterias Gram positivas (Estreptococos y Eatafilococos). De acuerdo
al proceso de tincion se observo una gran cantidad de bacterias de este tipo, siendo un excelente

método en el enriquecimiento y reproduccioén celular.

Tabla 18: Identificacion de bacterias con maltosa

Tincion de muestra 01 con maltosa Tincion de muestra 02 con maltosa

Tincion de muestra 03 con maltosa Tinciéon de muestra 04 con maltosa

Elaborado por: Barriga Luis







11.7.3 Tincién simple de bacterias enriquecidas con vitamina C

En los resultados obtenidos en tincidén simple de muestras enriquecidas con vitamina C,

se evidencié una notable ausencia de microorganismos en respuesta al enriquecimiento. Dando

a conocer que la Vitamina C empleada para este método no fue muy eficiente.

Tabla 19: Identificacion de bacterias medio vitamina C

Tincion de muestra 01 con vitamina C

Tincion de muestra 02 con vitamina C

Tincién de muestra 03 con vitamina C

Tincion de muestra 04 con vitamina C

Elaborado por: Barriga Luis
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11.7.4 Resultados de tincion Gram de bacterias enriquecidas con fructosa

En los resultados obtenidos en tincién Gram de muestras enriquecidas con fructosa se
identifico grupos de bacterias Gram Negativas (estafilococos). Que de acuerdo al proceso de
tincién Gram se tifien de color violeta en la que se puede observar una cantidad moderada de

este tipo de bacterias, siendo un excelente método en el enriquecimiento y reproduccion celular.

Tabla 20: Identificacién de bacterias medio fructosa

Tincion Gram muestra 01 con fructosa Tinciéon Gram muestra 02 con fructosa

Elaborado por: Barriga Luis
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11.7.5 Resultados de tincién Gram de bacterias enriquecidas con maltosa

En los resultados obtenidos en tincion Gram de muestras enriquecidas con maltosa se
identificd grupos de bacterias Gram Negativas (estafilococos). Que de acuerdo al proceso de
tincion Gram se tifien de color violeta en la que se puede observar una cantidad moderada de

este tipo de bacterias, siendo un excelente método en el enriquecimiento y reproduccion celular.

Tabla 21: Identificacion de bacterias medio maltosa

Tincion Gram muestra 01 con maltosa Tinciéon Gram muestra 02 con maltosa

Tincion Gram muestra 03 con maltosa Tinciéon Gram muestra 04 con maltosa

Elaborado por: Barriga Luis
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11.7.6 Resultados de tincion Gram de bacterias enriquecidas con vitamina ¢

En los resultados obtenidos en tincion Gram de muestras enriquecidas con vitamina ¢
se identificd grupos de bacterias Gram Negativas (estafilococos). Que de acuerdo al proceso de
tincién Gram se tifien de color violeta en la que se puede observar una baja cantidad este tipo

de bacterias, siendo un método poco eficiente en el enriquecimiento y reproduccion celular.

Tabla 22: Identificacion de bacterias medio vitamina ¢

Tincion Gram muestra 01 con vitamina ¢ | Tincion Gram muestra (02 con vitamina ¢

Tincion Gram muestra 03 con vitamina ¢ | Tincion Gram muestra 04 con vitamina c

Elaborado por: Barriga Luis
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11.8 Conteo por absorbancia con fuentes de carbono
11.8.1 Mediciones de crecimiento celular

Los ensayos de crecimiento bacteriano en presencia de fructosa y maltosa a una
densidad optica de 550 nm en un periodo de 12 horas se obtuvieron valores altos de crecimiento
como se observa en la Figura 28. Dichos valores representan la eficiencia de crecimiento de las

muestras de bacterias tolerantes a arsénico.

Figura 28: Crecimiento bacteriano con fructosa-maltosa
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11.8.2 Mediciones de crecimiento celular

Los ensayos de crecimiento bacteriano en presencia de fructosa y vitamina C a una
densidad optica de 550 nm en un periodo de 12 horas se obtuvieron distintos valores de
crecimiento como se observa en la Figura 29. Dichos valores representan la eficiencia de

crecimiento con fructosa, en relacion a la vitamina C que tiene un déficit notable.

Figura 29: Crecimiento bacteriano con fructosa-vitamina C
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11.8.3 Mediciones de crecimiento celular

Los ensayos de crecimiento bacteriano en presencia de maltosa y vitamina C a una
densidad optica de 550 nm en un periodo de 12 horas se obtuvieron distintos valores de
crecimiento como se observa en la Figura 30. Dichos valores representan la alta eficiencia de

crecimiento con maltosa, en relacion a la vitamina C que tiene un déficit notable.

Figura 30: Crecimiento bacteriano con maltosa-vitamina C
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11.9 Cuantificacion de conteo de células en caAmara de Neubauer
11.9.1 Cuantificacion de células enriquecidas con fructosa

El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realiz6 a fin de determinar
el nimero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de fructosa del punto 1 se encontrd los siguientes resultados:
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Tabla 23: Calculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra fructosa punto 1

Conteo de células de muestra con fructosa | Total, de conteo celular por cuadro
102 92
107 98
dilucion= 10/100L=1/10; factor de dilucion=10
cuadro 1:102
cuadro 2:92
cuadro 3:107 Promedio células =—= S o S
4 cuadros 1 cuadro
cuadro 4:98

total :399

99.8 célul 1 cuadro, 1000mm?3 .
e Lt "™ % 10= Total=9880000 células/mL
1 cuadro 0.1mm3 1mL(cm)3

Elaborado por: Barriga Luis
El resultado de 9880000 células/mL de la muestra del punto 1 enriquecida con fructosa
indica que supera el minimo establecido de 1 millon seglin (Bastidas, 2011), mostrando el

favorable enriquecimiento.

11.9.2 Cuantificacion de células enriquecidas con fructosa
El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realizo a fin de determinar
el nimero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de fructosa del punto 2 se encontrd los siguientes resultados:
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Tabla 24: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra fructosa punto 2

Conteo de células de muestra con fructosa | Total, de conteo celular por cuadro

51 48

39 36

dilucion= 10/100uL=1/10; factor de dilucién=10

cuadro 1:51
cuadro 2:48
. , 174 células 43.5 células
cuadro 3:39 Promedio células = =
4 cuadros 1 cuadro
cuadro 4:36

Total :174

43.5 células 1 cuadro*1000mm3

* 10= Total=4350000 células/mL

1 cuadro 0.1mm3 1mL(cm)3

Elaborado por: Barriga Luis

El resultado de 4350000 células/mL de la muestra del punto 2 enriquecida con fructosa
indica que supera el minimo establecido de 1 millén segun (Bastidas, 2011), mostrando el

favorable enriquecimiento.

11.9.3 Cuantificacion de células enriquecidas con fructosa
El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realiz6 a fin de determinar
el numero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de fructosa del punto 3 se encontré los siguientes resultados:







Tabla 25: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra fructosa punto 3
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Conteo de células de muestra con fructosa | Total, de conteo celular por cuadro

26 34

28 18

cuadro 1:26
cuadro 2:34

cuadro 3:28

cuadro 4:18
Total :106

dilucion= 10/100puL=1/10; factor de dilucion=10

106 células __ 26.5 células
4 cuadros 1 cuadro

Promedio células =

26.5 células 1 cuadro*1000mm3

* 10= Total=2650000 células/mL

1 cuadro 0.1mm3 1mL(cm)3

Elaborado por: Barriga Luis

El resultado de 2650000 células/mL de la muestra del punto 3 enriquecida con fructosa

indica que supera el minimo establecido de 1 millon segin (Bastidas, 2011), mostrando el

favorable enriquecimiento.

11.9.4 Cuantificacion de células enriquecidas con fructosa

El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realizé a fin de determinar

el numero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de fructosa del punto 4 se encontr6 los siguientes resultados:
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Tabla 26: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra fructosa punto 4

Conteo de células de muestra con fructosa | Total, de conteo celular por cuadro

116 119

a24 108

dilucién= 10/100L=1/10; factor de dilucion=10
cuadro 1:116
cuadro 2:119
cuadro 3:121 Promedio células =

cuadro 4:108
Total :464

464 células _ 116 células
4 cuadros  1cuadro

116 células 1 cuadro*looomm3 o " .
et i o * 10= Total=11600000 células/mL

Elaborado por: Barriga Luis

El resultado de 11600000 células/mL de la muestra del punto 4 enriquecida con fructosa
indica que supera el minimo establecido de 1 millon segln (Bastidas, 2011), mostrando el

favorable enriquecimiento.

11.9.5 Cuantificacion de células enriquecidas con maltosa

El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realizo a fin de determinar
el nimero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de maltosa del punto 1 se encontro los siguientes resultados:







Tabla 27: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra maltosa punto 1

¥

Conteo de células de muestra con maltosa

Total, de conteo celular por cuadro

62

41

74

75

cuadro 1:62
cuadro 2:41

cuadro 3:71

cuadro 4:75
Total :249

dilucion= 10/100pL=1/10; factor de diluciéon=10

249 células __ 62.3 células

Promedio células

4 cuadros

. 3
623 células , 1cuadro, J000MM ., 10=Total=6230000 células/mL

1 cuadro 0.1mm3 1mL(cm)3

Elaborado por: Barriga Luis

El resultado de 62300000 células/mL de la muestra del punto 1 enriquecida con maltosa

indica que supera el minimo establecido de 1 millon segin (Bastidas, 2011), mostrando el

favorable enriquecimiento.







11.9.6 Cuantificacion de células enriquecidas con maltosa
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El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realizé a fin de determinar

el numero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de maltosa del punto 2 se encontro los siguientes resultados:

Tabla 28: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra maltosa punto 2

Conteo de células de muestra con maltosa

Total, de conteo celular por cuadro

18

15

14

14

cuadro 1:18
cuadro 2:15

cuadro 3:14

cuadro 4:14
Total :61

dilucion= 10/100pL=1/10; factor de dilucién=10

Promedio células =

61 células __ 15.3 células

4 cuadros

15.3 células

1 cuadro 0.1mm3 1mL(cm)3

3
 Louadro, 1000mMm 40— Total=1530000 células/mL

Elaborado por: Barriga Luis

El resultado de 1530000 células/mL de la muestra del punto 2 enriquecida con maltosa

indica que supera el minimo establecido de 1 millén segun (Bastidas, 2011), mostrando el

favorable enriquecimiento.
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11.9.7 Cuantificacion de células enriquecidas con maltosa
El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realizo a fin de determinar
el nimero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de maltosa del punto 3 se encontro los siguientes resultados:

Tabla 29: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra maltosa punto 3

Conteo de células de muestra con maltosa | Total, de conteo celular por cuadro

61 52

» o

» “K

64 67

dilucion= 10/100pL=1/10; factor de dilucion=10

cuadro 1:61

cuadro 2:52

cuadro 3:64 Promedio células G S
4 cuadros 1 cuadro

cuadro 4:67

Total :244

61 células 1 cuadro,1000mm? .
g * * 10= Total=6100000 células/mL
1cuadro  0.1mm3 1mL(cm)3

Elaborado por: Barriga Luis
El resultado de 6100000 células/mL de la muestra del punto 3 enriquecida con maltosa
indica que supera el minimo establecido de 1 millon segin (Bastidas, 2011), mostrando el

favorable enriquecimiento.
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11.9.8 Cuantificacion de células enriquecidas con maltosa

El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realizo a fin de determinar
el nimero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de maltosa del punto 4 se encontr6 los siguientes resultados:

Tabla 30: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra maltosa punto 4

Conteo de células de muestra con maltosa | Total, de conteo celular por cuadro

97 87

77 92

diluciéon= 10/1004L=1/10; factor de dilucién=10

cuadro 1:97
cuadro 2:87
. , 353 células 88.3 células
cuadro 3:77 Promedio células = =
4 cuadros 1 cuadro
cuadro 4:92

Total :353

88.3 células 1 cuadro,1000mm3
* * * — — =4
oy T ey 10= Total=8830000 células/mL

Elaborado por: Barriga Luis
El resultado de 8830000 células/mL de la muestra del punto 4 enriquecida con maltosa
indica que supera el minimo establecido de 1 millon segin (Bastidas, 2011), mostrando el

favorable enriquecimiento.







77

11.9.9 Cuantificacion de células enriquecidas con vitamina ¢
El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realizo a fin de determinar
el namero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de vitamina ¢ del punto 1 se encontrd los siguientes resultados:

Tabla 31: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra vitamina ¢ punto 1

Conteo celular de muestra con vitamina ¢ | Total, de conteo celular por cuadro

dilucion= 10/100pL=1/10; factor de dilucién=10

cuadro 1:2

cuadro 2:3

cuadro 3:4 Promedio células B
4 cuadros 1 cuadro

cuadro 4:4

Total :13

3.3 células 1 cuadro*lOOOmm3

* 10= Total=330000 células/mL

*
1cuadro  0.1mm3 1mL(cm)3

Elaborado por: Barriga Luis
El resultado de 330000 células/mL de la muestra del punto 1 enriquecida con vitamina

¢ indica que no supera el minimo establecido de 1 millon segun (Bastidas, 2011), mostrando

que el enriquecimiento con esta fuente de carbono fue deficiente.
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11.9.10 Cuantificacién de células enriquecidas con vitamina c
El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realiz6 a fin de determinar
el numero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de vitamina ¢ del punto 2 se encontr6 los siguientes resultados:

Tabla 32: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra vitamina ¢ punto 2

Conteo celular de muestra con vitamina ¢ | Total, de conteo celular por cuadro

dilucion= 10/100puL=1/10; factor de dilucién=10

cuadro 1:5
cuadro 2:5
" ; 14 células 3.35células
cuadro 3:2 Promedio células = v =
4 cuadros 1 cuadro
cuadro 4:2
Total :14

3.5 células 1 cuadro, 1000mm3 %
* w * — =
S " bagns i 10= Total=350000 células/mL

Elaborado por: Barriga Luis
El resultado de 350000 células/mL de la muestra del punto 2 enriquecida con vitamina
¢ indica que no supera el minimo establecido de 1 millén segun (Bastidas, 2011), mostrando

que el enriquecimiento con esta fuente de carbono fue deficiente.
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11.9.11 Cuantificacion de células enriquecida con vitamina ¢
El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realizo a fin de determinar
el nimero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de vitamina c del punto 3 se encontr6 los siguientes resultados:

Tabla 33: Calculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra vitamina ¢ punto 3

Conteo celular de muestra con vitamina ¢ | Total, de conteo celular por cuadro

dilucién= 10/100uL=1/10; factor de dilucion=10
cuadro 1:3

cuadro 2:4
16 células __ 4 células

cuadro 3:5 Promedio células = =
4 cuadros 1 cuadro

cuadro 4:4
Total :16

4 células 1 cuadro,1000mm? -
T cuadro” Dimm®  Tmbiem)® 10= Total=400000 células/mL

Elaborado por: Barriga Luis
El resultado de 400000 células/mL de la muestra del punto 3 enriquecida con vitamina

¢ indica que no supera el minimo establecido de 1 millon segun (Bastidas, 2011), mostrando

que el enriquecimiento con esta fuente de carbono fue deficiente.
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11.9.12 Cuantificacion de células enriquecidas con vitamina ¢
El resultado de conteo de células en camara de Neubauer se realizé a fin de determinar
el niimero de células reproducidas a partir del enriquecimiento. Es asi que en el conteo realizado

a la muestra de vitamina ¢ del punto 4 se encontr6 los siguientes resultados:

Tabla 34: Cdlculo de conteo celular en camara de Neubauer muestra vitamina ¢ punto 4

Conteo celular de muestra con vitamina ¢ | Total, de conteo celular por cuadro

dilucion= 10/100L=1/10; factor de dilucion=10

cuadro 1:3
cuadro 2:3
AT 17 células 4.3 células
cuadro 3:4 Promedio células =———=% = 22
4 cuadros 1 cuadro
cuadro 4:7
Total :17

4.3 células " 1 cuadro*IOOOmm3
1cuadro  01mm3 1mL(cm)3

* 10= Total=430000 células/mL

Elaborado por: Barriga Luis

El resultado de 430000 células/mL de la muestra del punto 4 enriquecida con vitamina
¢ indica que no supera el minimo establecido de 1 millon seglin Bastidas (2011), mostrando que

el enriquecimiento con esta fuente de carbono fue deficiente.
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11.10 Cuantificacion resultados de conteo de colonias
11.10.1Cuantificacion de colonias de medios con vitamina ¢

Los resultados obtenidos del conteo de colonias en muestras con vitamina c se
evidenciaron pocas cantidades de colonias por punto de muestreo. Arana (2010) afirma que el
nimero de colonias ideal de un cultivo es superior a los 10000 UFC/mL. Es asi que la
cuantificacién de colonias muestra un resultado superior al mencionado para el conteo de

colonias de muestras enriquecidas.

Tabla 35: Colonias con vitamina c

Formacién de colonias con vitamina ¢ Total, de colonias por punto de muestreo

Numero de colonias PO1=32

Factor de dilucion= 1000 UFC/mL="""22 = 32000 UFC/mL
Volumen de siembra= ImL

Numero de colonias P02= 31

Factor de dilucién= 1000 UFC/mL="2% = 31000 UFC/mL
Volumen de siembra= ImL

Numero de colonias P03= 21

Factor de dilucién= 1000 UFC/mL="""222 = 21000 UFC/mL
Volumen de siembra= 1mL

Numero de colonias P04= 23

Factor de dilucién= 1000 UFC/mL="2% = 23000 UFC/mL

1

Volumen de siembra= 1mL

Elaborado por: Barriga Luis
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11.10.2Cuantificacién de colonias de medios con maltosa

Los resultados obtenidos del conteo de colonias en muestras con maltosa se
evidenciaron cantidades moderadas de colonias por punto de muestreo. Arana et al., (2010)
afirma que el nimero de colonias ideal de un cultivo es superior a los 10000 UFC/mL. Es asi
que la cuantificacién de colonias muestra un resultado superior al mencionado para el conteo

de colonias de muestras enriquecidas.

Tabla 36: Colonias con maltosa

Formacion de colonias con maltosa Total, de colonias por punto de muestreo

Numero de colonias PO1= 50

Factor de dilucion= 1000 UFC/mL= 5°"i°°° = 50000 UFC/mL
Volumen de siembra= ImL
Numero de colonias P02=29
Factor de dilucion= 1000 UFC/mL= 29"1""" = 29000 UFC/mL
Volumen de siembra= 1mL
Numero de colonias P03= 45

S 45x1000
Factor de dilucion= 1000 UFC/mL= e 45000 UFC/mL
Volumen de siembra= 1mL
Numero de colonias PO4= 25

25x1000

Factor de dilucion= 1000 UFC/mL= =25000 UFC/mL

1

Volumen de siembra= 1mL

Elaborado por: Barriga Luis
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11.10.3Cuantificacion de colonias de medios con fructosa

Los resultados obtenidos del conteo de colonias en muestras con fructosa se
evidenciaron cantidades moderadas de colonias por punto de muestreo. Arana et al (2010)
afirma que el nimero de colonias ideal de un cultivo es superior a los 10000 UFC/mL. Es asi
que la cuantificacion de colonias muestra un resultado superior al mencionado para el conteo

de colonias de las muestras enriquecidas con fructosa.

Tabla 37: Colonias con fructosa

Formacion de colonias con fructosa Total, de colonias por punto de muestreo

Numero de colonias PO1= 73

Factor de dilucién= 1000 UFC/mL= 73"1""" = 73000 UFC/mL
Volumen de siembra= 1mL
Numero de colonias P02= 44
Factor de dilucion= 1000 UFC/mL= ‘“xi"”“ = 40000 UFC/mL
Volumen de siembra= 1mL
Numero de colonias P03= 54
.y 54x1000
Factor de dilucion= 1000 UFC/mL= e 54000 UFC/mL
Volumen de siembra= 1mL
Numero de colonias P04= 59
e 59x1000
Factor de dilucion= 1000 UFC/mL= S 59000 UFC/mL

Volumen de siembra= 1mL

Elaborado por: Barriga Luis
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11.11 Resultados de aislamiento bacteriano

11.11.1 Aislamiento de bacterias enriquecidas con fructosa
El proceso de aislamiento de bacterias del cultivo madre enriquecidas con fuente de
carbono fructosa de cuatro puntos de muestreo diferentes permitié crear un cultivo puro de

bacterias tolerantes a arsénico. Se determiné el crecimiento moderado de bacterias a través de

la metodologia de aislamiento por estrias.

Figura 31: Cultivo puro de bacterias tolerantes al arsénico

Elaborado por: Barriga Luis

11.11.2 Asilamiento de bacterias enriquecidas con maltosa
El proceso de aislamiento de bacterias del cultivo madre enriquecidas con fuente de
carbono maltosa de los cuatro puntos de muestreo diferentes permitié crear un cultivo puro de

bacterias tolerantes a arsénico. Se determind el crecimiento moderado de bacterias a través de

la metodologia de asilamiento por estrias.

Figura 32: Cultivo puro de bacterias tolerantes al arsénico

Elaborado por: Barriga Luis
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11.11.3 Asilamiento de bacterias enriquecidas con vitamina ¢

El proceso de aislamiento de bacterias del cultivo madre enriquecidas con fuente de
carbono vitamina ¢ de los cuatro puntos de muestreo diferentes permiti6 crear un cultivo puro
de bacterias tolerantes a arsénico. Se determiné un alto crecimiento de bacterias a través de la

metodologia de asilamiento por estrias.

Figura 33: Cultivo puro de bacterias tolerantes al arsénico

Elaborado por: Barriga Luis

Los resultados obtenidos en la aplicacion de la metodologia a enriquecimientos
bacterianos, nos muestra una capacidad de asimilacion de nutrientes y fuente de carbono muy
eficiente puesto que todas las muestras mostraron resultados positivos que se pudieron
determinar con la presencia de células y colonias que se visualizaron con la ayuda de
microscopio y a momento de realizar el aislamiento, mostrando un precedente favorable en el
enriquecimiento que cumple con los objetivos antes propuestos y con la expectativas del

estudio.

12 IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)
12.1 Social

En la parroquia de Toacaso, en el efluente hidrico de la Quebrada Talahuachana se
realizo el presente estudio, el cual determind el valor del compuesto inorganico Arsénico (As)
el cual sobrepasa los limites méximos permisibles segun la legislacion legal vigente de nuestro
pais. Los moradores de Toacaso podran utilizar este documento con un fin informativo, ademas
podran poner en conocimiento al resto de la poblacion y autoridades competentes de este

aspecto negativo que mantiene actualmente el efluente hidrico y puedan realizar acciones
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oportunas en beneficio de la comunidad para asi evitar desencadenar drésticas enfermedades

principalmente de estomago.

12.2 Ambiental

El presente estudio determina que, el drea esta influenciada por la presencia de Arsénico
(As) de origen biogénico producto de la meteorizacion de las rocas, y de origen antropogénico
por el uso de pesticidas puesto que en el drea mantiene una alta produccion agricola y llegan al
cause por medio de escorrentia. Ambos origenes generan un impacto negativo en el drea ya que
el principal uso del efluente hidrico es para riego agricola y consumo humano. El analisis de
arsénico determina una elevada concentracién en el nivel que afectan los productos de la zona
que después son expendidos a la poblacion, asi como también la afectacion a animales y

personas que consumen este recurso.

13 PRESUPUESTO

Tabla 38: Presupuesto para la elaboracion del proyecto

, VALOR | VALOR
RECURSOS DESCRPCION UNIDADES | UNITARIO | TOTAL
(USD) (USD)
HUMANO Investigador 1
Carpeta 3 $0,75 225
Rotulador 1 $1,25 1,25
MATgﬁI(‘;IﬁEAS DE Eiquetas 3 $0.25 0.75
Esferos 4 $0,50 2
Resma de papel 1 $4,50 4,5
Guantes 5 $0,30 $1,50
Jeringuilla 2 $0,25 $0,50
Cajas Petri 9 $0,60 $5,40
Papel aluminio 1 $2.25 $2,25
Agua destilada 10 $1,25 $12,50
Motor de pecera 1 $22,50 $22.50
Botellas plasticas 15 $1,25 $18,75
“;'iﬂ%%l:%gal%la Manguera plastica 6 $0,50 $3.00
Uniéonde T 10 $1,25 $12,50
Fundas ziploc 1 $1,75 $1,75
Envases de 100mL 16 $0,20 $3,20
Porta objetos 12 $0,10 $1,20
Pipetas pasteur 20 $0,05 $1,00
Papel filtro 1 $1.00 $1,00
Balde 10L 1 $2.,50 $2,50
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Ligas 1 $1,00 $1,00
Sulfato de Magnesio 1 5 T $1,75
Sulfato de cinc 1 $2,25 $2.25
Vitamina C 3 $1,75 $5,25
Fructosa 1 $4,50 $4,50
TECNOLOGICOS | Internet 2 horas diarias | $0,80 $160,00
Transportes y salidas de 5 $10,00 $50,00
campo
Analisis de la 4 $16,68 $66,75
OTROS concentracion de
arsénico (Laboratorio
Acreditado INAMHI)
Impresiones 320 $0,15 $48,00
Anillados 3 $20,00 $60,00
Empastado 1 $15,00 $15,00
SUBTOTAL $514,80
10 % DE IMPREVISTOS $51,48
TOTAL $566,28
14 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
14.1 Conclusiones

El establecimiento de fuente de carbono maltosa al 97,6% y fructosa al 99,8% con otros
compuestos inorganicos resultaron eficientes en el proceso de masificacion de
enriquecimientos segtn autores superando los valores propuestos, en los cuales se pudo
apreciar el incremento de células bacterianas. Asi como también crecimiento de
colonias en medios solidos; convirtiéndose ambas en las fuentes de carbono y
compuestos inorgdnicos mas eficientes para realizar el enriquecimiento bacteriano en el
presente estudio.

El establecimiento de fuente de carbono vitamina ¢ al 99,9% con otros compuestos
inorganicos fue poco eficiente en el proceso de masificacion enriquecimientos segin
autores manteniendo bajos valores en relacion a los propuestos, en los cuales no se

aprecid ningin incremento en los analisis de conteo celular y crecimiento de
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microorganismos en medios solidos, los resultados fueron nulos en relacion a las otras
dos fuentes de carbono antes mencionadas.

A partir del aislamiento de cultivos puros con microorganismos tolerantes a la presencia
de arsénico se evidencia la presencia de microorganismos que se adaptan a las
condiciones actuales del cauce utilizando al arsénico como fuente metabdlica de
electrones. Los medios solidos adicionados con 3 fuentes de carbono crean condiciones
de crecimiento adecuadas para su conservacion y posterior uso en nuevas técnicas de

biorremediacion.

14.2 Recomendaciones

Es importante llevar a cabo la determinacion de medios de enriquecimiento hébiles con
diferentes concentraciones y cantidades de fuentes de carbono en muestras para la
obtencién de distintos resultados respecto a la eficiencia de enriquecimientos, asi como
también la asimilacién del medio mineral por parte de los microorganismos.

Es necesario identificar el tipo de bacterias aisladas en cultivos puros con colonias de
microorganismos tolerantes al arsénico para llevar a cabo la insercion de las mismas en
aguas procedente de fuentes de contaminacion antropogénica de efluentes provenientes
principalmente de procesos industriales, puesto que se caracterizan por mantienen

niveles altos de contaminantes.
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Anexo 1. Muestreo de punto en la Quebrada Talahuachana
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