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RESUMEN

Muchos de los cuerpos de agua dulce se ven afectados por las actividades
humanas, sobre todo por descargas acidas de la actividad minera. Descargas
que tienen un alto contenido de metales pesados como el arsénico. En el
presente estudio se realizaron pruebas de exposicion a diferentes
concentraciones de arsénico a individuos del género Nectopsyche, los cuales
presentan caracteristicas Optimas para trabajar a nivel de laboratorio. Se utilizé
un control, una concentracion baja de 0,05 mg/L, una media de 0,1 mg/L (maximo
permisible de la norma ecuatoriana) y una concentracion alta de 0,5 mg/L. El
periodo de experimentacion fue de 5 dias. Se midieron parametros
fisicoquimicos cada 12 horas, en donde se registr6 un aumento de la
temperatura y por lo tanto la disminucién de oxigeno disuelto e incremento de la
conductividad. Se evidencié una disminucion de pH en la concentracién mas alta
de 0,5 mg/L de As. Se realizaron mediciones del metal al inicio y al final de la
experimentacion, y se determiné que sus variaciones son muy cercanas. El
medio, al tornarse mas acido, provocé la muerte de algunos individuos a partir
del segundo dia; el resto de los individuos presentaron disminucion de la
actividad locomotora a medida que avanzaba el tiempo de experimentacion. Al
finalizar el quinto dia de ensayo los organismos vivos fueron preservados en frio
(-80°C) para realizar las pruebas de biomarcadores. Los organismos presentaron
menor actividad enziméatica en las concentraciones mayores del metal pesado
debido a que este fue empleado para reducir el estrés oxidativo. En conclusion,
a una mayor concentracion de arsénico se obtuvo un pH menor. Ademas, en las
concentraciones 2 y 3 se presentaron los niveles mas bajos de movilidad y el
mayor indice de mortalidad. Las respuestas bioquimicas de los individuos fueron
favorable al estrés, en las concentraciones mas altas presentaron un mayor
consumo de las enzimas como medio de proteccién de sus tejidos, a diferencia

del control en donde no fue necesaria debido a que el medio no fue intervenido.



ABSTRACT

Many fresh water bodies are being affected because of human activities, especially
by acid drainages from mining. Drainages that have a high content of heavy metals
such as arsenic. In the present study exposure tests were done with different arsenic
concentrations to individuals of the genus Nectopsyche, which have suitable
characteristics to work at a laboratory level. The treatments that were used are a
control, a low concentration of 0,05 mg/L, a moderate concentration of 0,1 mg/L
(Ecuadorian norm’s maximum allowable) and a higher concentration of 0,5 mg/L. It
was a 5 days experimentation period. Physicochemical parameters were measured
every 12 hours, where it was registered an increase of temperature and therefore the
decrease of dissolved oxygen and the conductivity increase. It was reported a lower
pH in the highest arsenic concentration of 0,5 mg/L. Metal measures were done at the
beginning and at the end of the experimentation phase, and it was determined that the
initial and final results had very close variations. Because of the environment became
acid, it caused the death of some individuals since the second day; the rest presented
a loss of normal mobility levels as the experimentation time happened. At the fifth day
the organisms that were alive were preserved in cold (-80°C) in order to make
biomarker tests. The genus Nectopsyche individuals had a lower enzymatic activity in
the highest heavy metal concentrations because it was used to reduce oxidative
stress. In conclusion the higher the concentration of arsenic, the lower the pH was.
Furthermore, in concentrations 2 and 3 the lowest levels of mobility and the highest
levels of mortality were showed. Biochemical responses had a favorable impact on
stress, at the highest concentrations there were a higher enzymes consumption as a
way to protect their tissues from damage, unlike the control where it was not necessary

due to the fact that the control environment was not intervened.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La mineria es una de las actividades econdmicas con mas antigiiedad en la
historia, que ha brindado desarrollo econémico a distintos paises. Es una fuente
gue genera un alto flujo de ingresos a las naciones (MMSD, 2002). En tiempos
de colonia, en cuestiones politicas, dos metales sobresalen como los actores
principales, el oro y la plata. Estos fueron una de las razones que impulsaron la
conquista espafiola (Angiorama y Becerra, 2010).

Desde entonces el sector minero se ha potencializado con el tiempo, incluso
muchos paises han recibido asistencia técnica por parte del Banco Mundial,
exactamente desde el afio 1988. Con el objetivo de contribuir con la inversion
minera. La mineria ha llevado a los paises a tales niveles de desarrollo que se
encontraron con la necesidad de adoptar leyes para dicha actividad. Ya que asi
pueden conseguir la atencién de empresas privadas que muestren interés por

apoyar estos proyectos (Banco Mundial, 2013).

Por esta razon, los gobiernos han tomado en cuenta tanto aspectos sociales
como ambientales; con un enfoque de responsabilidad (Carmona-Garcia,
Cardona-Trujillo, y Restrepo-Tarquino, 2017). Y durante los ultimos afios se han
ido modificando leyes y politicas, con respecto a la mineria, la cual ha logrado
ser sujeto de cambios, ademas es esencial, si de asistencia técnica se trata, el
desarrollo de disposiciones ambientales adecuadas. A pesar de que existen
reglamentos para proceder, muchas empresas no lo cumplen, buscando
solamente el fin lucrativo. Asi como es uno de los pilares que ayuda a mantener
la economia mas estable de algunos paises, puede traer consecuencias al medio
ambiente, consecuencias de indole negativa. Y mas si es un tema que se podria

convertir en un medio Unico de generacion de ingresos (Banco Mundial, 2013).



Entre los productos que se obtienen, estdn minerales metalicos y no metalicos,
los primeros son explotados con el fin de obtener el elemento o metal. Se
clasifican en metales preciosos como la plata, el oro; metales siderdrgicos como
el hierro, cobalto, cromo, niquel; metales ligeros como el aluminio; metales
basicos como el plomo, zinc, cobre y metales nucleares como el uranio. Por otro
lado, estan los no metalicos. Estos son aprovechados con un objetivo diferente
al de conseguir metales. Hay minerales industriales como el cuarzo, potasio, sal,
feldespato, fosfatos; materiales para construir como arcilla, grava, caliza, arena,
también hay gemas semi preciosas como la perla, jade, gemas preciosas como

esmeraldas, diamantes (Banco Central del Ecuador, 2014).

La mala calidad o pérdida de los servicios ambientales estid dada por las
diferentes actividades antrépicas que existen, no obstante, la mineria es una de
las actividades que produce un mayor cambio en el medio. Causa efectos sobre
la salud publica y de los geoecosistemas. Los impactos se dan en cada uno de
los componentes. En el componente flora ocurre la disminucion de la vegetacion.
En la fauna acuética, se da la migracién de especies, alteracion del habitat,
disminucién de especies por muerte. En el componente agua ocurre la pérdida
de su capacidad neutralizante y contaminacioén quimica, el suelo se erosiona y
ocurre el hundimiento del terreno, y al aire se emiten gases que lo contaminan.
Se habla de una pérdida de estos servicios al no permitir su pleno
aprovechamiento (Lopez, Lopez, Medina, 2017). Uno de los mas grandes
problemas que ha traido la mineria es el de acidificacién, principalmente a los
cuerpos de agua naturales en donde se realizan sus descargas. En varios
paises del mundo han realizado diferentes estudios acerca de la acidificacion de
cuerpos de agua. Y uno de los motivos con los que se le ha relacionado ha sido
las descargas industriales. Principalmente descargas de mineria por los metales
pesados que contiene. La acidificacion no es causada por la simple presencia
de estos metales, sino porque ellos captan los grupos hidroxilos (OH), dando
paso a la formacion de hidréxidos que son insolubles. Ocurre debido a que
después de la ionizacion con el agua, estan cargados positivamente, de esta

manera atraen pares de electrones de moléculas de agua. Esta fuerza de



atraccion incrementa con la carga y para iones con radio iénico mas pequefio es
mas potente. Después, la densidad electronica es recibida en el metal desde el
atomo de oxigeno haciendo que los OH se vuelvan polares y las moléculas de
agua se tornen &acidas, mucho mas que las que estdn en solucion. El i6n
metalico, entonces, es la fuente de protones actuando junto a los iones de
hidroxilo que estan en la solucion (Massol, 2018). Depende mucho también de
la ubicacion, ya que en los lugares cercanos a las descargas acidas existe
variacion en parametros como oxigeno disuelto que disminuye al estar en un
medio acido, y variacion en las temperaturas que se ven reflejadas en pH bajos,
en estas areas los minerales acidos sobrepasan el nivel de los alcalinos (Aduvire,
2006).

La forma en que se afirma que hay acidificacion en el agua es por el cambio de
pH por metales pesados gracias a la extraccion minera, resultando en varias
consecuencias sobre el medio y sobre los animales (Pedrozo, Diaz, Temporetti,
Baffico, y Beamud, 2010). Estudios han sido realizados acerca de cambios
ocurridos en peces, crustaceos, y en macroinvertebrados, acerca de la
disminucién en su tasa de crecimiento, y aumento o disminucion en la densidad
poblacional, segun el nivel de acidificacion que existe en el medio en el que
viven. Entre los efectos que causa la acidificacion esta la muerte de los individuos
que habitan en el ecosistema, variaciones morfoldgicas que se presentan con el
tiempo, como, deformidades bucales, deformidades en la capsula de la cabeza,

y cuerpo en general (Aduvire, 2006).

La mineria en América Latina es conocida por ser practicada de forma
rudimentaria, no en todos los paises, pero si se habla de la mayoria, se sabe que
se realiza en un maximo de veinte hectareas y no supera la produccion de cinco
toneladas por trabajador en un dia. Y lo que ocurre es que en algunos paises
son obligadas a seguir reglamentos y normas destinadas a la mineria a gran
escala, lo que quiere decir gue no ajustan sus limites de descarga y vertidos a
su realidad, generando problemas ambientales graves (Guiza-Suarez, 2014). Es

por esto que en esta area geografica se han venido realizando investigaciones



al respecto. Por ejemplo, en el caso de Peru se hizo un estudio acerca de los
medios acuaticos influenciados por la actividad minera, principalmente con
mercurio, plomo y cadmio, en donde se evalud la concentracion letal 50 en
macroinvertebrados con los que trabajaron, es decir, la concentracion de los
metales que maté a la mitad de los individuos. No se han hecho evaluaciones a
nivel de cambios morfolégicos en cuestiones de disminucion de pH o

acidificacion (lannacone Oliver, Salazar Capcha y Alvarifio Flores, 2003).

La mineria en Ecuador comienza desde tiempo antes de la colonia. Empezaron
a trabajar ya con extraccién de oro, cobre y plata para ceremonias o rituales,
ofrendas y comercio, por ejemplo, en la cultura Cafaris y Tolita. Desde ese
entonces las mas grandes areas mineras han sido Zaruma seguido por Portovelo
y Nambija (Antonio, 2017).

En el pais la mineria se encuentra dividida en cuatro tipos; mineria artesanal,
pequefia mineria, mediana mineria, y finalmente mineria a gran escala. Esta
division depende de la produccion diaria de cada mina. Se realiza mineria de
superficie y subterrdnea, mineria por paredones, aluvial (Banco Central del
Ecuador, 2014). Estdn comprendidas por las etapas de prospeccion,
exploracién, preparacion y explotacion. En la prospeccion se identifican lugares
a ser explotados, esto lo realiza el estado, o la empresa privada. La exploracion
tiene que ver con la evaluacion del material que se encuentra en el lugar, y la
cantidad. La preparacién del lugar tiene que ver todo en cuanto a infraestructura
se trate, para lograr condiciones operativas, y finalmente en la explotacion se
ponen en marcha las actividades (Sironi, 2013).

Se sabe que los metales mas explotados en el territorio ecuatoriano son en la
zona norte el zinc y el cobre, en el centro molibdeno, zinc y cobre, y en el sur
hay cantidades altas de plata, cobre, molibdeno, oro y plomo (Ministerio de
Mineria, 2018). Esta practica produce elementos que son toxicos para el
ambiente, principalmente porque se emplea mercurio para su obtencion. Al ser
liberado, puede tomar varias formas, entre ellas estan el mercurio metalico,
mercurico y mercurioso, es decir, en diferentes estados de oxidacién,

compuestos organomercuricos, que al llegar a cuerpos de agua inmediatamente



se solubilizan si hay presencia de carbon organico causando alta contaminacion.
Existen por otro lado los compuestos alquilmercuricos que llegan a cuerpos de
agua por escorrentia (Lombardero Rodil, 2000). Las investigaciones en el pais
no se han enfocado en los cambios morfolégicos o variaciones a nivel de
poblaciones relacionado con la acidificacion causada por la presencia de metales

pesados por descargas de mineria a cuerpos de agua dulce.

Para la experimentacion a campo abierto se mantiene una metodologia de
muestreo en varios periodos o estaciones del afio, debido a que unas son mas
secas que otras, mas humedas y también puede variar la intensidad de las
lluvias; de igual manera se realiza en diferentes puntos de muestreo, y se
trabajan con varias especies, pero para esto es necesario la evaluacion general
de la salud de los ecosistemas. Es primordial que se realicen mediciones sobre
todo de las variables fisicoquimicas, ya que pueden ayudar a conocer las
cantidades de los elementos presentes, por ejemplo, sales o metales, con los
que se va a trabajar. Esto debe ser realizado porque es indiferente cuan minima
es la cantidad o concentracién de estos elementos, siempre van a causar
variaciones biolégicas. Estas practicas han sido ejecutadas en Europa, América
del Norte y América del Sur, ciertas zonas de Africa por razones tanto de
investigaciéon, como por aumento de actividades que generan descargas a
cuerpos de agua dulce con alto contenido de elementos toxicos, ademas con el
fin de incrementar instrumentos de biomonitoreo, levantamiento de lineas base

y programas que lo apoyen (Arimoro, Auta, Odume, Keke, y Mohammed, 2018).

Los macroinvertebrados, son comunmente utilizados para evaluar la calidad de
medios acuaticos, como los rios. Una de las razones principales es que tienen
ordenes como los Plecoptera, Ephemeroptera, y Trichoptera que en términos de
riqueza y abundancia poseen una mayor representacion (Walteros Rodriguez,
Castafno Rojas, y Marulanda Gémez, 2016). Otra de las razones por las que han
sido utilizados en diferentes estudios es por su gran sensibilidad a los cambios
que ocurren en el habitat, cambios como variacion en los parametros

fisicoquimicos, presencia de diferentes concentraciones de metales, alteracion



del medio en general, segun el tiempo que transcurra y la intensidad. Las
variables que han sido sujeto de mayor estudio son la densidad de la poblacion,
la estructura de comunidades y diversidad del habitat. Por el rol que cumplen
los insectos acuaticos como indicadores de la calidad de agua, especificamente,
agua dulce, en paises del norte se han utilizado en investigaciones para evaluar
ciertos niveles de contaminacidon empleandolos como bioindicadores de
toxicidad (Ringuelet, 1999).

1.2. Alcance

La presente investigacion pretendio estudiar los efectos subletales, movilidad y
biomarcadores (catalasa, glutation, grupo -SH); y efectos letales en los
macroinvertebrados acuéticos del género Nectopsyche (Leptoceridae) frente a
un gradiente de concentracién de arsénico. El trabajo se realizé a escala de
laboratorio con simulaciones de rios (microcosmos). Para cada unidad
experimental se emplearon diferentes concentraciones de arsénico, las cuales
se determinaron en dependencia de los valores registrados en rios con

descargas de la actividad minera.

1.3. Justificacioén

La mineria es una actividad que genera grandes problemas sociales y
ambientales, principalmente porque en muchos paises hay mineria ilegal, como
es el caso de Ecuador (Ministerio de Hidrocarburos, 2018). Al ser una actividad
ilicita se dan ciertas irregularidades que la hace altamente peligrosa, porque al
no ser regulada genera emisiones a la atmosfera y descargas a cuerpos de agua
sin respetar la normativa ambiental vigente. Ocurre debido a que los seres
humanos tienen la necesidad de construir una base econdémica para subsistir
(Secretaria de Educaciéon Superior, Ciencia, 2015). A pesar de esto el pais es
uno de los pocos en América Latina que ha empezado a tomar cartas en el
asunto con ayuda de su Codigo Organico Integral Penal, en donde se establece

como delito cualquier tipo de extraccién de mineral dentro del territorio que no



tenga una previa autorizacion de la autoridad competente (Ministerio de
Hidrocarburos, 2018).

En Ecuador, los estudios acerca de los efectos del agua de mineria sobre
cuerpos hidricos no son abundantes. (Bonilla Martinez, 2010). La investigacion
acerca de la acidificacion del agua en el pais ha sido abordada mas a nivel de
océanos con ayuda de mesocosmos, que son laboratorios que permiten replicar
sus condiciones, pero también es necesario que sea estudiado desde los
cuerpos de agua en donde ocurren las descargas directamente de la actividad
minera, como lo son los cuerpos de agua dulce (Secretaria de Educacion

Superior, Ciencia, 2015).

Entre los problemas que pueden causar las descargas esta el aumento de pH o
salinizacion, disminucion del pH o acidificacion, lo que conlleva a pérdida de los
servicios ambientales, problemas en la salud publica, alteraciones en el habitat,
disminucién y migracion de las especies (Lopez, Lopez, Medina, 2017). Un gran
inconveniente es que la actividad de por si ya genera grandes volumenes de
descargas acidas (Escobar-Briones, 2011). Estas tienen un alto potencial de
solubilizacion, ademas se pueden encontrar elementos como metales, que no
surgieron de la descarga de mineria, sino que ya estaban presentes en el medio
de forma natural y que por la disminucién del pH aumentan su concentracion
(Massol, 2018). Lo que ocurre posterior a esto es la formacion de gradientes de
concentracion de dichos metales pesados como plomo, cadmio, cobre, arsénico
a lo largo de la mina y por lo tanto la formacién de un gradiente de acidificacion.
El que se genere un medio de pH bajo ayuda a que persista una disolucion de
los elementos existentes, provocando aiun mas un entorno de mayores

concentraciones (Pedrozo F, Diaz M, Temporetti P, 2010).

El agua es un elemento fundamental en el desarrollo de la vida de los seres
humanos por regulacion climatica, servicios de abastecimiento a las poblaciones,

uso secundario como actividades de pesca, uso pecuario, agricola, entre otros



(Almazéan, Almazan, Carreto, Hernandez, Damian, Almazan, 2016). Por lo tanto,
es esencial prevenir su contaminacion y disminuir su uso, primero conociendo el
trasfondo de la actividad que la causa y los efectos que puede tener sobre la
salud de las personas, los ecosistemas y el medio ambiente en general. Es
importante que las actividades humanas de cualquier tipo tengan una relacion
estrecha con un medioambiente seguro y sano (Krecek, Horicka, 2006). Es por
lo tanto un tema que debe ser abordado dentro del area investigativa del pais,
sobre todo por el gran potencial minero que tiene, lo que genera altos niveles de
contaminacion y deterioro de los ecosistemas, y con esto la pérdida de calidad
de agua de consumo para los seres humanos (Banco Central del Ecuador,
2014).

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Evaluar los efectos subletales en macroinvertebrados acuaticos por la

acidificacion del agua por mineria.

1.4.2. Objetivos Especificos

e Determinar la influencia de las distintas concentraciones de metales
pesados sobre el pH.

e Identificar cambios subletales en los macroinvertebrados acuaticos.

1.5. Hipotesis

HO1: El incremento de las concentraciones de arsénico no disminuyen el pH del

medio.



HI1: El incremento de las concentraciones de arsénico disminuyen el pH del

medio.

HO2: El incremento de las concentraciones de arsénico no generan efectos

subletales en individuos de Nectopsyche.

HI2: El incremento de las concentraciones de arsénico generan efectos

subletales en individuos de Nectopsyche.

2. MARCO TEORICO

2.1. Contaminacion del agua

La contaminacion del agua es un tema que se lo empieza a tratar y a plantear
de una manera mucho mas seria y objetiva en el afio 1972. Se propuso gue era
directamente proporcional al nivel de desarrollo e industrializacion de los paises.
Aquellos con un tipo de contaminacion quimica son paises de alto nivel de
actividades industriales, y aquellos con contaminacién microbiana son paises en
vias de desarrollo. Esto no quiere decir que paises de bajos recursos no posean
el tipo de contaminacién quimica, esto es debido a elementos quimicos utilizados
en agricultura, industria y mineria. En este mismo afio este tema empieza a ser
plasmado en la politica, con el objetivo de que este sea considerado como un
componente transversal y por lo tanto sea tomado en cuenta en diferentes areas
y sectores de interés (Mendizabal, 2010). Esto ocurre pensando en todo lo que
puede llegar a proveer el recurso, y todos los usos que a este se le puede dar
para el desarrollo de la vida, la salud, para responder al derecho humano de
disponer de agua con el fin de llevar una vida digna y para cumplir con el resto
de los derechos humanos (WHO, 2019).

La contaminacion de agua puede provenir de vertidos de hospitales y sus
desechos, surfactantes, productos de tratamiento de agua, aditivos de industria

y alimentarios, retardantes de fuego, hidrocarburos, mineria, entre otros.
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Causando variacion en las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas del
agua. Esto puede provocar dafos a la salud publica de las personas, rechazo en
Su consumo, e impactos negativos sobre los ecosistemas, su biota y el medio en
general. Su contaminacion puede ocurrir de forma puntual y de forma
sistematica, es decir, por la presencia del contaminante de forma natural o
involuntaria y por descargas voluntarias respectivamente; y las fuentes pueden
ser multiples o simples (Prieto Diaz, de Villa Pérez, 1999).

La contaminacion del agua se debe a varios factores uno de ellos y el mas
importante son las actividades antropogénicas. Ya que muchas de ellas causan
vertidos no controlados. Y para evaluar la calidad de estas aguas, que se ve
altamente afectada, se utilizan ciertos pardmetros como son la demanda
bioquimica de oxigeno (DBO), demanda quimica de oxigeno (DQO), sélidos
suspendidos totales SST, sustancias peligrosas y metales pesados (Gil, Soto,
Usma, Gutiérrez, 2012).

El estado de la calidad de agua en el Ecuador, especificamente, se ve
perjudicada por los asentamientos de la poblacion, disposicion inadecuada de
los residuos sélidos, uso de agroquimicos y sobre todo vertimiento de aguas
residuales fuera de norma. Las actividades mas comunes que se llevan a cabo
son crianza de animales, agricultura y generacion de sus residuos, actividad
petrolera, y minera, reflejando incluso problemas para la salud de las personas.
Siendo los mas afectados la poblacién pobre, los bajos ingresos les hace
vulnerables ya que los costos de asistencia médica son bastante altos. La falta
de una buena planificacion por entidades de gobierno da paso a que el pais
tenga altos niveles de contaminacion hidrica (SENAGUA, 2012).

2.2. Contaminacion por actividad minera

La actividad minera normalmente aporta, desde los inicios de su practica, con la
economia de los paises, que esta en beneficio de algunos sectores y de una

minoria de la poblacién. Siempre existe el alza de precios de los minerales de
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extraccion por lo que muchas empresas que se dedican a esto, se permiten
abandonar los campamentos en donde desarrollan la actividad, dejando de lado
cualquier tipo de planificacién, de cierre y disposicion adecuada de los desechos
generados. Esto provoca un gran deterioro ambiental para la atmdésfera y para
el recurso agua, afectando asi a personas y a la biota en general flora y fauna.
Las descargas de mineria se las hacen a cuerpos de agua dulce o rios. Los
cuales viajan cientos de kilbmetros formando nuevos cuerpos de agua al unirse
con otros, esto da paso a que personas que no viven cerca del lugar de influencia
de zonas de extraccion hagan uso de estas aguas por desconocimiento de los
elementos presentes en ella, aumentando el porcentaje de poblacién expuesta.
Asi se arriesga de manera critica la salud de las personas, el estado de la flora
y fauna acuética y terrestre (Aparicio, 2009).

La mineria de oro en el Ecuador esta ubicada en sectores de la Cordillera de
Chilla, en Zaruma, Atahualpa, Pifias, provincias al sur del pais y contamina el
recurso hidrico con solidos en suspension, mercurio y cianuro. Pero la mineria
ilegal se ha extendido a provincias del norte, como Esmeraldas en sectores como
San Lorenzo y Eloy Alfaro, en el Estero Maria, de igual manera a provincias como
Imbabura y Pichincha. El cambio de estas aguas ha sido notorio por la variacion
de color y turbidez (SENAGUA, 2012).

2.2.1. Metales pesados

La actividad minera es caracteristica por sus vertidos con alto contenido de
metales pesados los cuales pueden ser nocivos para la salud (Tabla 1). Sobre
todo, en la mineria ilegal y en la artesanal, lo cual provoca altos niveles de
contaminacion y dafia los cuerpos de agua. Existe la fase de la extraccion de los
minerales y la fase de procesamiento, esto ocurre en lugares llamados “plantas
de procesamiento”. En ellas ocurre el enriquecimiento del mineral, primero es
reducido en los molinos, y luego pasa a la parte de lixiviacion. Un metal muy

comun que se emplea durante la extraccién y esta presente en piscinas de
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lixiviacion es en cianuro. Y los desechos con este elemento son descargados en
rios y debido a que son altamente tdxicos generan importantes impactos
ambientales. En la mayoria de las ocasiones los vertidos sobrepasan las normas
impuestas en cada pais convirtiéndose esto una alerta por los dafios que puede
causar a la poblacion, flora y fauna (Oviedo-Anchundia, Moina-Quimi, Naranjo-
Moran, Barcos-Arias, 2017).

La exposicion a metales pesados puede generar:

Tabla 1.

Efectos de metales pesados

Personas Flora Fauna
e Hiperactividad e Reduccion de e Reduccion de
e Menor coeficiente especies especies

intelectual e Reduccion de « Reduccion de
o Deformaciones cobertura individuos

Oseas vegetal o Alta bioacumulacion
e Reduccion de e Erosion de los de metales pesados

capacidad motora suelos

Adaptado de Aparicio, 2009.

Existe una mayor probabilidad de ingreso por parte de estos metales a humanos
y animales en las épocas de verano, en donde la lluvia no es recurrente, y la
probabilidad disminuye en temporada de invierno, ya que facilita su disolucion

(Oviedo-Anchundia, Moina-Quimi, Naranjo-Moran, Barcos-Arias, 2017).

En el Ecuador existe una norma denominada TULSMA que es el Texto Unificado
de la Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente que determina en su
tabla 12 “Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce” las maximas
concentraciones de metales pesados que pueden ser descargados a cuerpos de

agua dulce como se muestra a continuacion.
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Tabla 2.

Limite de descarga de metales pesados a cuerpos de agua dulce.

Pardmetro Limite mé&ximo permisible Unidades
e Arsénico Total « 0,1 « mgll
e Bario e« 20 « mgll
« Cadmio « 0,02 « mgll
o Cobre e« 10 « mgll
o Niquel e« 20 « mgll
e Hierro Total « 10,0 « mgll

Adaptado de Ministerio del Ambiente,2016.

En el caso del metal pesado arsénico, presente en un medio acuatico, puede
causar los primeros sintomas sobre los individuos de una poblacion durante los
primeros 3 dias después de la exposicion. Causando paralizacion,
descoordinacion, ceguera y muerte (Londofio-Franco, Londofio-Mufioz, Mufioz-
Garcia, 2016).

2.2.2. Acidificacion

La acidificacion es un descenso del pH, y el pH es una medida para determinar
la cantidad de iones hidroxilo y de hidrogeno libre en el agua, y determinar si el
medio es basico (mayor cantidad de iones hidroxilo libre) o acido (mayor cantidad
de hidrégeno libre). Se tiene un rango de 0 a 14, un pH mayor a 7 que e€s un
neutro se denomina basico, y un pH menor a 7 se denomina acido. La toxicidad
de los metales pesados esta dada por su solubilidad. Esto quiere decir que entre
mas bajo sea el pH el metal va a ser mas toxico, y esto ocurre porque son mas
solubles. Es un hecho que el agua de drenaje de una mina es alrededor de
100.000 veces mas acido que un agua neutra, por sus pH que suelen tener
valores de 2 (USGS, 2018)
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Este es uno de los mayores problemas que existen en la actualidad, y con el que
las personas tienen que vivir. Es la acidificacion del agua, de los rios, aguas
subterrdneas, principalmente por drenajes, relaves, disolucion oxidativa, y
lixiviacibn de sulfuros metalicos (Oviedo-Anchundia, Moina-Quimi, Naranjo-
Moran, Barcos-Arias, 2017). Los sulfuros son minerales que estan conformados
por enlaces entre un elemento metalico como plomo, cobre, zinc, etc., con
azufre. El molibdeno es un subproducto de los yacimientos. Entre los mas
encontrados estan la pirita y la calcosina (Ministerio de Mineria, 2019).

2.3. Efecto de la contaminacion minera en la salud y en la biodiversidad

en Ecuador

Los efectos de la contaminacion por actividades mineras se ven reflejado en la
salud de los ecuatorianos. Las poblaciones aledafias a estas actividades
presentan trastornos y dafos renales, afecciones al tracto respiratorio,
depresion, alucinaciones, enfermedades neuronales y vasculares, efectos
carcindgenos y manifestaciones cutaneas (Oviedo-Anchundia, Moina-Quimi,
Naranjo-Moran, Barcos-Arias, 2017); de igual manera se ve reflejado sobre la
biodiversidad del pais. Los recursos que se ven mas afectados son la flora y la
fauna, en este ultimo ovinos, bovinos, animales de tipo doméstico, aves y sobre
todo en fauna acuética diferentes especies de peces (Galarraga-Sanchez, 2019).
Se pierden también debido a esta actividad, que desencadena efectos como
fragmentacién del habitat, su destruccion y contaminacién del medio ambiente,
especies de briofitas y grandes hectareas de bosque, sobre todo de bosque
nuboso. Siendo el bosque nublado un ecosistema de gran endemismo para los
ecuatorianos, y fuente de servicios para su poblacién (FAO, 2010). Esto ocurre
porque la extraccidbn de minerales da paso al cambio de las caracteristicas
fisicoquimicas en los ecosistemas acuaticos produciendo, debido a la descarga
de restos de la actividad, un medio acido, los cuales no reciben un tratamiento

de neutralizacién, contaminando también aguas subterraneas (PRAS, 2019).
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2.4. Efectos del agua con metales pesados de la explotacion minera

sobre la biota

Los metales pesados son liberados a partir de actividades humanas como la
industria, agricultura, pero sobre todo la mineria, siendo una amenaza para el
ser humano y ecosistemas en su totalidad. Ademas, hay una alta afectacion a la
biota acuética por los sedimentos, ya que estos actian como un depoésito de
metales, y asi aumentan la concentracion de estos en el agua. Esta tiene relacion
con la materia organica presente y el tamafio de particula. Son denominados
metales traza. Llegan a alterar el equilibrio del medio en el que se encuentran
(Castro, Valdés, 2012).

Depende de la especie que sea va a tener diferentes capacidades para poder
captar el contaminante, muchas tienen resistencia a estos metales. Lo que
ocurre en el caso, por ejemplo, de las plantas, es que las que son resistentes no
permiten un mayor transporte de dicho elemento, también puede depender de la
etapa de desarrollo en la que se encuentre (Ruiz Huerta y Armienta Hernandez,
2012). Por otro lado, para el resto de las especies, y si se habla de fauna, la
toxicidad es mucho mas evidente, ya que presentan un crecimiento menor, los
tejidos presentan necrosis, bajo porcentaje de supervivencia, mayor porcentaje
de mortalidad, reduccion de individuos (Ramos, Bastidas, Garcia, 2012).
Especificamente en la fauna acuética sobresale la disminucion de distintas
especies de peces y sus individuos, estudios muestran altas concentraciones
encontradas en sus tejidos, por ejemplo, de plomo, especificamente en
Bryconamericus peruanus o pez dorado, en Brycon atrocaudatus o pez sabalo,
los cuales en muchas ocasiones son la base de la economia de poblaciones.
Pérdida de animales de ganaderia (vacas, cerdos, animales domésticos) por el

uso de agua contaminada (Galarraga-Sanchez, 2019)

2.5. Estudios ecotoxicologicos de afectaciones por metales pesados

Existen muchas investigaciones y estudios ecotoxicolégicos acerca de los
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efectos que pueden provocar la presencia de metales pesados en un medio,
sobre todo en agua y sedimento en diferentes especies de animales. Hay
estudios acerca de la toxicidad aguda del cobre en larvas de camaron, en donde
los efectos se vieron reflejados en la reduccion de actividad locomotora, muerte
de individuos, sintomas de estrés, adhesion a las paredes del contenedor que
se utilizé para el experimento, los resultados demuestran que las
concentraciones del metal dependen de la dureza del agua, que las
concentraciones bajas al transcurrir 72 horas fueron mas peligrosas y que
crustaceos pueden acumular mayores niveles del metal pesado a baja salinidad.
Entre las respuestas fisioldégicas que causoé la exposicion al contaminante en
concentraciones de 0,1 a 10 mg son consumo de oxigeno, actividad enzimética,
por otro lado, en exposiciones menores a 0,1 mg produce un tipo de estrés
proteico (Mendoza-Rodriguez, 2019). Hay estudios con macroinvertebrados
acuaticos, especificamente con larvas de insecto de orden diptera con el fin de
evaluar mercurio, plomo y cadmio, y ellos segiun su estado larvario. Los
resultados dictan que van a ser mas o menos susceptibles a presentar efectos
negativos segun la edad que presenten y el tiempo que fueron expuestas. Las
larvas mas jovenes son mas sensibles a la toxicidad que las adultas (lannacone
Oliver, Salazar Capcha, Alvarifio Flores, 2003). Ademas, se han realizado
investigaciones acerca de los efectos del arsénico sobre este tipo de organismos
(macroinvertebrados) en donde los resultados indican que los afecta
principalmente por su caracteristica de insectos poco desarrollados afectando
directamente el equilibrio del ecosistema en general y sobre todo a la cadena
tréfica (Morales Cabrera et al., 2017).

Incluso estos ensayos han sido practicados con microorganismos, como la
exposicion de plomo y cadmio a cianobacterias resultando en su alta capacidad
para bioacumular metales pesados, se detecta, por pequefias concentraciones
de plomo, crecimiento y al mismo tiempo su inhibicién, pero no tolera largos
tiempos de exposicion. Esto se logra detectar después de 6 dias (Arunakumara,
Xuecheng, Song, 2007).

2.5.1. Ecotoxicologiay Caracteristicas de organismos para estudios
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ecotoxicologicos

La ecotoxicologia es la encargada de evaluar los diferentes efectos adversos de
los contaminantes sobre la flora y fauna (biota) con el empleo de animales en
ensayos a nivel de laboratorio con su debida aclimatacion, es decir, se toman en
cuenta caracteristicas del habitat de las especies con las que se trabaja. Es una
herramienta, ya sea para evaluar los posibles riesgos ambientales, o para
determinar la sensibilidad de los organismos expuestos a un contaminante

(Silva, Rocha, Freitas, Pereira, y Carvalho Neta, 2015).

Para realizar estudios ecotoxicoldgicos es necesario el empleo de organismos
que estén estandarizados, que tengan ciertas caracteristicas como practicidad,
gue sean sencillos, repetibles y sobre todo que sean sensibles a los cambios en
general (lannacone Oliver, Salazar Capcha, Alvarifio Flores, 2016). Ademas, que
tengan bajos costos de mantenimiento, que requieran poca aireacién y pocos
elementos extra (lannacone y Alvariiio, 2005). Es importante que sean de
poblacién abundante y que tengan una alta distribucién (Silva, Fuentealba, Bay-
Schmith y Larrain, 2007).

2.6. Mediciones en estudios ecotoxicoldgicos

2.6.1. Mediciones letales y subletales

Los estudios ecotoxicolégicos permiten detectar diferentes efectos sobre los
organismos con los que se trabaja y los cuales se encuentran expuestos a
concentraciones de elementos de baja o elevada toxicidad, en general a agentes
fisicos o quimicos, en condiciones controladas experimentales (Sobrero, 2010).
Los efectos ocurren dependiendo de la tolerancia del organismo, y del tipo de
exposicion segun el tiempo y la frecuencia. Existen, por lo tanto, efectos letales,
como es la muerte (DL50) o supervivencia del individuo; y efectos subletales, en

donde distintos tipos de respuesta ocurren en niveles bioldgicos de organizacion,
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variaciones fisioloégicas como la movilidad, variacion del comportamiento,
aislamiento y morfoldgicas, incremento o disminucion del crecimiento, peso,

variaciones poblacionales, alteraciones celulares y bioquimicas (Giusto, 2014).

2.6.2. Biomarcadores

Los biomarcadores son pruebas que se realizan para identificar variaciones
celulares, genéticas, bioquimicas y fisiol6gicas a nivel del tejido o del organismo
entero, demostrando la exposicion a diferentes componentes quimicos. Estas
variaciones son cuantificables en los organismos que se encuentren en un medio

de compuestos toxicos (Gamboa, Reyes y Arrivillaga,2008).

Es una respuesta bioquimica o fisiolégica a nivel de interacciones moleculares y
a nivel celular de un organismo frente a un peligro ya sea de tipo fisico quimico
o bioldgico. El hecho de que existan elementos y compuestos introducidos por
actividades humanas en medios acuaticos hace que los organismos generen una
serie de reacciones conducidas por las circunstancias en las que estan, por
ejemplo, la concentracion del contaminante, su distribucion, la presencia de
toxicos adicionales, exposicion (tiempo). Pueden detectar efectos en tiempos
relativamente cortos de exposicion y a concentraciones bajas, captan muy bien
en general los factores que causan cualquier tipo de estrés, esto quiere decir que
son sensibles a los tensores. Existen biomarcadores moleculares y genéticos,

fisiol6gicos e histopatolégicos (Toro-Restrepo, 2011).

Los biomarcadores son utilizados en estudios en donde el principal objetivo es
la evaluacion de los procesos y estrés oxidativo que ocurre dentro de la célula.
Este tipo de estrés ha sido calificado como un mecanismo de toxicidad y ocurre

cuando se presenta una carga muy elevada de radicales libres (Soto, 2014).

Existen numerosas investigaciones de biomarcadores sobre animales y plantas.

De este ultimo se realizdé un estudio de biomarcadores de contaminacién por



19

cadmio. Utilizaron a las plantas como un bioindicador de la calidad del medio
afectado por actividad antrdpica, ya que ellas también generan una respuesta al
estar expuestas a contaminacion, en este caso por un metal pesado (Pernia, De
Sousa, Reyes, Castrillo, 2008). Son utilizados también en estudios con animales
de ganaderia. Ya que los bovinos presentan cierto estrés agudo durante el
presacrificio, y usan biomarcadores con el objetivo de verificar el bienestar del
animal al evaluar este sintoma de estrés que es experimentado. Esta puede
aumentar al restringir el espacio de habitat, de su movimiento, transporte
(Romero Pefuela, Uribe-Velasquez, Sdnchez Valencia, 2011). También existen
estudios realizados en macroinvertebrados benténicos. Los cuales son
expuestos principalmente a metales pesados, en este caso se utilizé cadmio, con
el fin de evaluar las respuestas de los organismos, e interpretar como el
contaminante esta afectando de forma negativa al ecosistema (Gamboa, Reyes
y Arrivillaga, 2008).

Existen enzimas utilizadas para la eliminacién catalitica del peroxido de
hidrogeno como la catalasa, la tioredoxina peroxidasa y el glutation peroxidasa.
Pero de este grupo la catalasa es la mas eficaz para eliminar peroxido de
hidrogeno. El peréxido de hidrégeno es un mensajero que toma parte en la
sefalizacion, la cual ocurre dentro de la célula, que esta regulada por el estrés
oxidativo, una reduccién del peréxido de hidrégeno por sobreexposicion de
catalasa se refleja en un menor estrés oxidativo (Martinez Arias, L et al., 2017).
La catalasa y el glutation son fuentes antioxidantes principales que reaccionan
con el fin de brindar proteccion a la célula de, principalmente, el estrés oxidativo
que es generado por elementos toxicos existentes en el medio. Son los mas
grandes sistemas de defensa contra los xenobidticos. Otra de las formas para
realizar la evaluacién de este dafio oxidativo es con la pérdida de grupo
sulfhidrico o grupo -SH, ya que se ven consumidas por los procesos de oxidacion
(Soto, 2014).

2.7. Macroinvertebrados
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Los macroinvertebrados acuaticos son organismos que viven en rios,
especificamente en la vegetacion acuatica, en rocas, troncos. Son
caracteristicos por su longitud de 0,5 mm a 5 mm. Son facilmente detectables.
Su presencia o ausencia determina la calidad del medio acuatico en el que se
encuentran, por lo que son muy utilizados como bioindicadores alrededor del
mundo. Los mas comunmente empleados son de orden Plecoptera,
Ephemeroptera, Trichoptera. Ya que no so6lo se conoce muy bien su ecologia,
sino también su taxonomia, y su desempefio como buenos bioindicadores de
calidad (Roldan-Pérez, 2016).

2.7.1. Nectopsyche (Leptoceridae)

Pertenecen al orden Trichoptera, de organismos que dependen de un medio
acuatico para sobrevivir, se caracterizan porque sus alas estan recubiertas por
pelos, con algunas excepciones, tienen antenas largas, son de color oscuro y
algunas poseen colores mas claros, la longitud de los adultos oscila entre 2 mm
a 30 mm, tienen una gran habilidad para construir con diferentes materiales y es
uno de los 6rdenes mas diversos que hay. Pertenecen a la familia Leptoceridae,
cuyo tipo de alimentacidbn se basa en la ingesta de materia organica en
descomposicion, construyen sus casas de tipo portétil, la cabeza de las larvas
presenta manchas de diferente color, tienen antenas grandes lo que no es muy
comun en esta familia, las patas de la segunda y tercera fila tienden a ser mas
peludos y largos. Viven en habitats I6ticos y l1énticos (Springer, 2010).

El género considerado mas comun es Nectopsyche, tiene los estadios de huevo,
larva que dura varias semanas, pupa que puede durar aproximadamente dos
semanas y adulto que es de vida corta. Las larvas construyen sus casas de
distintos materiales y seda en formas tubulares, inclinadas, largas y estrechas,
su poblacion se encuentra altamente distribuida. Tiene una gran variedad de
especies, las cuales pueden ser clasificadas por la forma en que se alimentan
ya que existen recolectores de depdsito y cortadores (Huamantinco y Ortiz,
2010). Se alimentan de raspado de algas, fragmentacién de madera y hojas

liquidos azucarados y agua (Zamora-Mufioz, Sainz-Bariain y Bonada, 2015). En
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el Ecuador se encuentra distribuido desde los 2000 m.s.n.m hasta los 3800
m.s.n.m. a lo largo de Los Andes (Acosta, Rios, Rieradevall y Prat, 2009).

Son considerados buenos bioindicadores porque cumplen con los principales
enfoques, los que ocurren a nivel de ecosistemas, comunidades, poblaciones y
los que ocurren a nivel de cambios en el comportamiento, reduccion en la tasa
de crecimiento, cambios en su alimentacion, reproduccion, alteraciones
fisiolégicas y bioquimicas, metabolismo celular y actividad enziméatica,
proporcionando informacion acerca del medio en el que se encuentran y los
riesgos ambientales que se pueden presentar por contaminacion (Arias et al.,
2007)

3. METODOLOGIA

3.1. Muestreo

3.1.1. Aguay sedimento

Con el fin de conocer los pardmetros fisicoquimicos y las concentraciones reales
de metales pesados que existen en los cuerpos hidricos se realizé el muestreo
de tres rios para determinar la afeccién causada por las actividades mineras
durante la época de invierno. Se tomaron las dos primeras muestras en la
parroquia de Pacto al noroccidente de la provincia de Pichincha, en la zona de
influencia de mineria y una tercera muestra en los rios de descarga de una
minera en la ciudad de Machala en la provincia de ElI Oro. Se midieron
parametros fisicoquimicos in situ como: temperatura, oxigeno disuelto,
conductividad con una sonda multiparametro. En cada punto se tomoé una
muestra de sedimento y una muestra de agua de 1 litro de forma manual para
posteriores pruebas en laboratorio, estas fueron almacenadas en botellas ambar
que previamente se lavaron con acido nitrico, ademas se las transportd con

bloques de hielo (ice packs) y fueron almacenadas a 4°C.
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Figura 1. Toma de muestras de agua y sedimento en un rio de influencia
minera.

3.2. Analisis de laboratorio

3.2.1. Determinacién de metales pesados en aguay suelo

Para realizar los analisis de metales pesados en las muestras de agua y suelo
se utilizé el método de ICP-MS el cual usa espectrometria de masas con un
andlisis multielemental simultdneo para detectar todos los metales pesados

presentes.
3.3.  Pruebas de pH

Para determinar la influencia de los metales pesados sobre el pH se realizaron
pruebas utilizando arsénico en tres diferentes concentraciones. Se emplearon
16 contenedores de vidrio (4 repeticiones por concentracion), las cuales se
lavaron con jabdn neutro y acido nitrico. De igual manera se coloco6 1.5 litros de
agua potable la cual fue reposada por 4 horas, pero ahora con diferentes
concentraciones de arsénico. Se utilizaron concentraciones de 0,05 ppm, 0,1

ppm, y 0,5 ppm. Se midi6 pH durante 5 dias consecutivos. Finalmente, se digesto
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una muestra de 45 ml de agua con la concentracion del metal y con 5 ml de acido
nitrico. Se prepar6 un blanco con 5 ml de acido nitrico, todo fue colocado en
tubos de tefldén. Los tubos se colocaron en un digestor por 30 minutos. Se filtrd
el contenido de los tubos en balones de 50 ml y se analizaron por medio de ICP.

Finalmente se determind a qué concentracion hay mas interaccion del pH.

3.4. Experimentacién

3.4.1. Recoleccion de individuos de Nectopsyche

La recoleccion de los individuos de Nectopsyche se la realizé en el Rio Alambi,
con ayuda de una red en D, se utilizd la técnica de patada, se recogieron
alrededor de 300 individuos. Posteriormente los individuos fueron llevados en
agua de rio y almacenados en condiciones de temperatura de 18°C para su

aclimatacion.

Figura 2. Recoleccion de individuos del género Nectopsyche.
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Figura 3. Peceras de aclimatacion para los individuos del género Nectopsyche.

3.4.2. Simulacién del medio

3.4.2.1. Microcosmos

Los microcosmos se construyeron en peceras de vidrio de 23 cm x 8 cm,
aireadores con niveles de regulacion de aire (bajo, medio y alto). Antes de la
implementacion del microcosmo las mismas fueron lavadas con jabén neutro y
una mezcla de 50 ml de agua destilada y 50 ml de &cido nitrico. Se afadié 1.5
litros de agua potable que pasé por un proceso de decloracion previo. Durante
la experimentacion se mantuvieron en un cuarto a una temperatura de 18 °C
(lannacone, Salazar, Alvarifio, 2003). Ademas, tuvieron luz por 12 horas y

oscuridad por 12 horas.

Figura 4. Microcosmos montados para la experimentacion.
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3.4.2.2. Alimento

Para la alimentacion de las larvas de Nectopsyche se utilizo algas del perifiton
de rio. Se recolectaron rocas del Rio Alambi, se realizd un raspado de estas,
posteriormente todo el material obtenido de las rocas fue colocado en una
bandeja de plastico que contenia baldosas que fueron colonizadas y aire

continuo, durante una semana.

Figura 6. Colonizacion de baldosas.



26

3.4.3. Cambios subletales en macroinvertebrados acuéaticos Nectopsyche

(Leptoceridae)

Para la experimentacion en los microcosmos se adicionaron diferentes
concentraciones del metal pesado, arsénico. Las concentraciones que se usaron
fueron 0.05 ppm C1 (baja), 0.1 ppm C2 (media), 0.5 ppm C3 (alta), y un control
con agua potable. Para cada una se realizaron 4 réplicas con el fin de minimizar
la variabilidad de los datos. Se emplearon 20 individuos por cada unidad

experimental. El tiempo de experimentacion fue de 5 dias.

Control Control Control Control
R3 R4

Concentracion

R1

Concentracion

Concentracion

Figura 7. Esquema del disefio experimental.

a) R= Repeticion; C= Concentracion

3.4.3.1. Medicién de parametros fisicoquimicos

El registro de los parametros fisicoquimicos se realizé durante los 5 dias de la
experimentacion. A la hora 0, 24 h, 48h, 72h y a las 96 h. Se midi6 el pH con un
potenciébmetro modelo YSI Prol030, y temperatura, oxigeno disuelto y
conductividad con ayuda del equipo medidor multiparametro YSI ProODO

Sistema Multisonda.
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3.4.3.2. Medicidén de parametros bioldgicos

Primero se llevo el registro del nimero de individuos que sobrevivian cada
24horas. Cada dia se realizaba el conteo del nimero de individuos vivos y
muertos, posteriormente para el procesamiento de datos se utilizaron tablas de
supervivencia, determinando el promedio de vida Ix como individuos
sobrevivientes en un tiempo determinado (Juarez y Villagra de Gamundi, 2011),
y determinando el indice de mortalidad gx como muertes que se producen en un
tiempo (POSTGRAU, 2011). Ademas, se evaluo la movilidad, la movilidad alta
se reflejaba en un rango de 9 a 12 ciclos de brazadas, una movilidad media de
4 a 8 y una movilidad baja de 1 a 4 en un tiempo de 10 segundos, para esto se
tomo una muestra de 5 individuos de la muestra total, se determiné a partir del
namero de brazadas que daban los individuos antes de ser expuestos a las

diferentes concentraciones de arsénico.

3.5. Analisis de metales pesados

Se extrajo de cada ensayo (microcosmos) 60 ml de agua. Se colocaron en
balones de 100 ml, una vez filtrados y se analizaron por ICP usando el método
US EPA 3015A. Esto se lo realiz6 una vez al inicio y una vez al final de la

experimentacion.

3.6. Analisis de respuesta bioquimica a los contaminantes

Los organismos que siguieron vivos después de los 5 dias de experimentacion
fueron congelados en nitrégeno liquido, después triturados con un pistilo y
almacenados en frio a -80°C en tubos cerrados. Se utilizaron los protocolos de
laboratorio de la Universidad de Las Ameéricas, se trabajo con el Protocolo

Catalasa, Protocolo Glutation y el Protocolo grupo -SH.
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Figura 8. Individuos del género Nectopsyche almacenados a -80°C.

3.6.1. Biomarcadores

Catalasa

Se pesaron 0.7 gr de NaH2PO4 como solucion A 'y 0.7 gr de Na2HPO4 como
solucién B y fueron disueltas cada una en 100 ml de agua destilada. Se prepar6
una solucién tampon tomando 39 ml de la solucion A 'y 61 ml de la solucion B,
se afor6 a 200 ml de agua destilada y se ajusté el pH a 7. Se preparé una solucién
de H202 30% con 600 ul de H202 al 30 % y se afor6 a 100 ml de la solucién
tampon. Primero se preparo el blanco con 1.5 ml de solucién tampon y se trabajo
a 240 nm de longitud de onda y se encerd el espectrofotometro. Ademas, se
preparé una solucién de PBS y un inhibidor de proteasa. Para el PBS se uso 4
gr de NacCl, 0.1 gr de KClI, 0.71 gr de Na2HPO4, 0.135 gr de KH2PO4, se aford
a 500 ml de agua destilada. Para el inhibidor se utilizé 7.3 mg de EDTAy 7.3 mg
de fluoruro de sodio. El inhibidor fue aforado en 10 ml de PBS, de esta solucion
se tomaron 100 ul y se colocaron en un frasco con el contenido de Nectopsyche,
se realiz6 una homogeneizacion y se centrifugd a 4°C por 5 minutos a 1500 rpm
para conseguir la separacion del medio sélido del liquido. Para elaborar la
muestra se colocaron 990 ul de solucion tampdn, 500 ul de solucién H202 30%

y 10 ul del sobrenadante de los animales triturados en una cubeta de cuarzo. Se
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coloco en el espectrofotdmetro y se midio la absorbancia a los 10 segundos y a
los 70 segundos, se llevaron a cabo dos repeticiones. Para obtener la actividad

de la enzima Catalasa se utiliza la siguiente férmula:

(Abs 10”- Abs 70 “)/ 0.01
(Li y Schellhorn, 2007).

Glutation

Se pesaron 278 mg de NaH2PO4 y se diluy6é en 10 ml de agua destilada como
solucién 1, y se pesaron 2,84 gr de NaH2PO4 en 100 ml de agua destilada. Para
realizar la solucion tampdn se coloco en una probeta 5,3 ml de la soluciény 94,7
ml de la solucién 2, se procedié a afiadir 100 ml de agua destilada y se llevo a
un pH 8. Después se peso 19.8 mg de DTNB y se disolvio en 5 ml de acetona.
Se prepar6 un blanco con 1475 ul de PBS y 25 ul de DTNB mas acetona, se
trabajé a 412 nm de longitud de onda y se enceré el espectrofotometro. Para
realizar la muestra se colocaron 1450 ul de solucién tampén, 25 ul de DTNB y
25 ul del sobrenadante. Se procedi6 a medir en el espectrofotometro, se

realizaron 2 repeticiones (Akerboom y Sies, 1981).

Grupo -SH

Para realizar la soluciéon buffer se pesaron 3.54 gr de Na2HPO4 y se disolvié en
250 ml de agua destilada, se pesaron 9,3 mg de EDTA y se disolvié en la solucion
anterior, después se procedio a llevar el pH a 8. Se preparo una solucion de SDS
10%, para esto se pesé 1 gr de SDS y se disolvié en 10 ml de agua destilada.
Se preparé también una solucion de DTNB 100 mM, para ello se pesaron 19.8
mg de DTNB y se disolvieron en 5ml de acetona. En un tubo de ensayo se
colocaron 0.3 ml de SDS 20% y 2.8 ml del buffer, se hizo vértex y se incubo por
20 min a 37° C. Después de coloc6 0.1 ml de DTNB y se incub6 por otros 15
minutos a la misma temperatura. En placas de 96 pocillos se colocaron 200 ul

de la solucion anterior, se realizaron dos repeticiones, y se colocoé en el lector de
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placas (Habeeb, 1972).

3.7. Anélisis de datos

Primero se realizaron las pruebas de normalidad Shapiro-Wilk (menos de 50
datos), y Kolmogorov-Smirnov (mas de 50 datos) y su correcciéon con Lilliefors.
Los datos que no mostraban una distribucién normal fueron transformados con .
Para el grupo de datos que mostraban significancia fue posible realizar las
pruebas ANOVA, por otro lado, para el grupo de datos que no eran significantes,
se realiz6 la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. De esta manera se
detectaron si existian o no diferencias estadisticamente significativas. Para
comparar las medias de los tratamientos se utilizé la prueba de Tukey, y la
prueba de Levene se utilizé para determinar la igualdad entre varianzas.

Para esto se utilizé el programa estadistico Statistica software version 10.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Pardmetros fisicoquimicos

4.1.1.1. Temperatura

La temperatura no mostro cambios estadisticamente significativos entre
tratamientos durante la experimentacion (F=1,3 ; p=0,297307). Sin embargo,
para el tiempo de experimentacibn si hay diferencias estadisticamente
significativas (F=3,3; p=0,026182) ya que la temperatura cambia a partir del

segundo dia.
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Segun los datos mas homogéneos se forman dos grupos, el grupo A esta

contenido por el blanco, concentracién 2 y concentracion 3. Y por otro lado el

grupo B agrupando el blanco, concentracion 1 y concentracion 3.

Temperatura por dia

19,5

19

18,5

18

Temperatura

17,5

17

16,5

Dia

M Blanco lc1 Hc2 Ec3

Figura 9. Temperatura registrada durante el tiempo de experimentacion.

Tabla 3.
Analisis de varianza ANOVA.
TEMPERATURA
Effect SS DOF MS p
DIA 0,0013 3 0,0004 3,3 0,026182
CONCENTRACION 0,0006 4 0,0002 1,3 0,297307
CONCENTRACION*DIA 0,0001 12 0,0000 0,0  0,999999
ERROR 0,0077 60 0,0001
4.1.1.2. Conductividad

La conductividad mostrO cambios estadisticamente significativos durante la

experimentacion (Dia: F=227,43; p=0,0000) (Concentracion:

F=58,02 ;

p=0,0000). La tendencia que tiene la conductividad a medida que avanza el

tiempo de la experimentacion es de incrementarse en todas las concentraciones.

Existen datos que son homogéneos por lo que se agruparon en tres, en el primer
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grupo A se encuentra el blanco y la concentracién 1, en el segundo grupo B esta
la concentracion 2 y en el tercer grupo C se encuentra la concentracion 3. En el
caso de dias existen cinco diferentes grupos, por el incremento tan pronunciado

de conductividad cada 24 horas.

Conductividad por dia

215
205
195
185
175
165
155
145
135
125
115
105

us/cm

1 2 3 4 5
Dia

M Blanco I c1 Wc2 WMc3

Figura 10. Conductividad registrada durante el tiempo de experimentacién para
cada tratamiento.

Tabla 4.
Anélisis de varianza ANOVA.

CONDUCTIVIDAD

Effect SS DOF MS F p
DIA 21257 4 5314 227,43  0,000000
CONCENTRACION 4067 3 1356 58,02  0,000000
CONCENTRACION*DIA 929 12 77 3,31  0,001006
ERROR 1402 60 23
4.1.1.3. Oxigeno disuelto

No existieron cambios estadisticamente significativos de oxigeno disuelto entre
los tratamientos (F=2,5; p=0,064983). Ocurre lo contario con el oxigeno disuelto

en los dias de experimentacion que si presentan diferencias significativas
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(F=15,2; p=0,000000). Debido a la homogeneidad de los datos se forman dos
grupos, el primer grupo A de los dias 3, 4y 5, y el segundo grupo B de los dias
ly?2.

02mg/L por dia

7,2

7,1

7
>

E 69
o~
o

6,8

6,7

6,6

1 2 3 4 5
Dia

M Blanco I Cc1 BHc2 Wc3

Figura 11. Oxigeno disuelto registrado durante el tiempo de experimentacion
para cada tratamiento.

Tabla 5.
Analisis de varianza ANOVA.
02 mg/L
Effect SS DOF MS F p
DIA 0,361 4 0,090 15,2  0,000000
CONCENTRACION 0,045 3 0,015 2,5 0,064983
CONCENTRACION*DIA 0,017 12 0,001 0,2  0,995035
ERROR 0,357 60 0,006
4.1.1.4. Pruebas de Arsénico

Las concentraciones de arsénico a lo largo del experimento se mantuvieron casi
constantes con variaciones minimas. Las diferentes concentraciones de arsenico
muestran diferencias no significativas (F=1,636955; p=0,233013). Formandose
para ambos casos cuatro diferentes grupos A B, C, D uno por cada

concentracion.
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Concentracién de Arsénico Inicial y Final
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Figura 12. Andlisis de la concentracion de arsénico en los tratamientos.
Tabla 6.

Analisis de varianza ANOVA.
CONCENTRACION DE ARSENICO INICIAL - FINAL

ss DOF MS F p
CONCENTRACION 0,000143 3 0000048 1636955  0,233013
ERROR 0,000348 12 0,000029

Los valores de pH muestran diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (F=49,3; p=0,000000), de igual forma hay variaciones
estadisticamente significativas para los dias de ensayo (F=17,7 ; p=0,000000),
estos cambios se mantienen a lo largo de la experimentacion. Se forman por lo
tanto y segun la homogeneidad entre si, dos grupos. El primer grupo A contiene
a las concentraciones 1, 2 y el blanco; y el segundo grupo B contiene a la

concentracion mas alta, concentracion 3.
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Figura 13. pH registrado durante el tiempo de experimentacion para cada
tratamiento.

Tabla 7.
Analisis de varianza ANOVA de pH.
pH
Effect SS DOF MS F p
DIA 2,479 4 0,620 17,7  0,000000
CONCENTRACION 5,187 3 1,729 49,3  0,000000
CONCENTRACION*DIA 0,848 12 0,071 2,0 0,038407
ERROR 2,105 60 0,035

4.1.2. Mortalidad

El indice de mortalidad de la poblacion del género Nectopsyche se muestra
mayor para las concentraciones mas altas de arsénico. El nimero mas alto de
muertes registradas ocurre en las concentraciones media y alta, es decir, en la
concentracion 2 de 0,1 mg/L y en la concentracién 3 de 0,5 mg/L. Por lo tanto, el
promedio de vida se muestra mas favorable en la concentracion mas baja (C1)
de 0,05 mg/L y en el control.
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Figura 14. indice de mortalidad de los individuos del género Nectopsyche
registrado en cada tratamiento.
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0
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Figura 15. Promedio de vida de los individuos del género Nectopsyche
registrado en cada tratamiento.

4.1.3. Movilidad

Al evaluar la movilidad de los individuos se obtuvo que a medida que la
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concentracion aumenta existe menor movilidad. Existi6 el menor nivel de
movilidad en la concentracion 3, movilidad media-baja en la concentracion 2, y
una movilidad media en la concentracién 1. En el blanco la movilidad se mantuvo

alta durante todo el tiempo de experimentacion.

Movilidad- Numero de pasos

14

12 Faw w3
X
10
X
8 O

Numero de Pasos

Dia
M Blanco lc1 @Hc2 Wc3

Figura 16. Movilidad cuantificada por dia.

4.1.4. Biomarcadores

414.1. Catalasa

La actividad de la catalasa disminuye a medida que las concentraciones de
arsénico aumentan. En la prueba de catalasa, los resultados se muestran
significativos con respecto a las diferentes concentraciones (F=44,703;
p=0,000001). Para esta prueba se pueden ver identificados tres grupos. El primer
grupo A contiene la concentracion 2 y 3, el segundo grupo B contiene a la
concentracion 1y el tercer grupo C corresponde al blanco.
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Figura 17. Ul/ml de catalasa por concentracion.
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Tabla 8.
Analisis de varianza ANOVA de catalasa.
CATALASA
SS DOF MS F p
CONCENTRACION 40931 3 13644 44,703  0,000001
ERROR 3663 12 305
4.1.4.2. Glutation

Existen diferencias estadisticamente significativas entre el glutation y las

concentraciones (F=16,358; p=0,000002). En esta prueba se pueden apreciar

tres grupos. El primer grupo, A, contiene a la concentracién 1y 2, el segundo

grupo B contiene a la concentracion 3 y por ultimo el tercer grupo C contiene al

blanco. La gréfica demuestra que a medida que la concentracion del metal

aumenta la cantidad de glutatién disminuye.
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Figura 18. mg/L de glutatién por concentracion.

260,0000 @ b
240,0000
220,0000 _

39

Tabla 9.
Analisis de varianza ANOVA.
GLUTATION
SS DOF MS F p
CONCENTRACION 18343 3 6114 16,358  0,000002
ERROR 10466 28 374

4.1.4.3. Grupo -sh

En la prueba de grupo -SH, los resultados se muestran estadisticamente

significativos con respecto a las diferentes concentraciones empleadas, el valor

de p es de 0,0000. La disminucién de grupo -SH ocurre en funcién del incremento

de la concentracion de arsénico.
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Figura 19. umol/mL de grupo -SH por concentracion.

4.2. Discusion

En general los resultados que se obtuvieron a partir del presente estudio
respaldan en su totalidad las diferentes hipétesis planteadas en cuanto a la
variabilidad del pH segun las concentraciones utilizadas de arsénico y los efectos

subletales sobre los individuos del género Nectopsyche.

En cuanto a los pardmetros fisicoquimicos, la temperatura del experimento se
inicié6 con 18° C, temperatura que permite mantener el medio en condiciones
similares a las del habitat de los organismos (lannacone, Salazar, Alvarifio,
2003). Esta presenté un aumento en todos los tratamientos a medida que
avanzaba el tiempo de experimentacion, lo que pudo ser causado principalmente
por alteraciones dentro del lugar donde se realizaban los ensayos. No obstante,
para reducir este efecto de la incidencia del acceso o corriente fria de viento
generado por el climatizador, los microcosmos fueron ubicados al azar (sin
agruparlos por concentracion).

La conductividad presentd de igual manera un aumento en los resultados
obtenidos. Lo que se esperaba debido al incremento de la temperatura (Solis-

Castro, Zufniga-Zufiga, y Mora-Alvarado, 2018). Ademas, este comportamiento
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se ve sustentado por la evaporacion del agua en las peceras, lo que resulté en
una mayor lectura de los iones presentes. En este tipo de soluciones el
comportamiento presentado por la conductividad es directamente proporcional a
la concentracion de sélidos disueltos en el medio (Combatt, Narvaez, y
Bustamante, 2015).

El oxigeno disuelto presentd una tendencia a disminuir en todas las
concentraciones durante el transcurso de los cinco dias de experimentacion,
esto ocurre por la relacion inversa que se da con la temperatura del medio, y
también debido al consumo de oxigeno por parte de los individuos utilizados
(Reig, 2001).

Al analizar el contenido del metal pesado al final de la experimentacion, se
determind que no presentd grandes aumentos en la concentracion, esto debido

a la evaporacion minima del volumen de agua en cada una de las peceras.

Después, al realizar las pruebas de pH, se determind que a medida que
aumentaba la concentracion de arsénico disminuian los niveles de pH, lo que
quiere decir que el medio se torn6 mas acido. En este caso la concentracién 3
de 0,5 mg/L (concentracion mas alta) fue la que presentd los niveles mas bajos

de pH (Pereira Martin, D’ors de Blas, y Sanchez-fortun Rodriguez, 2009).

Los organismos que se utilizaron para este experimento (individuos del género
Nectopsyche) se adaptaron rapida y facilmente a las condiciones de laboratorio
durante el tiempo de aclimatacién, condiciones que fueron manipuladas para
conseguir un medio similar al de su habitat natural, en este caso el Rio Alambi,
ademas se presentaron altamente sensibles a los cambios del medio variando

su comportamiento (lannacone y Alvariiio, 2005).

A mayor concentracion de arsénico y a mayor tiempo de experimentacion existe
una mayor tasa de mortalidad de los individuos del género Nectopsyche. Los
indices de supervivencia por lo tanto disminuyeron, lo que se le atribuye a la

relacion directa con la toxicidad. En el presente estudio el nUmero mas alto de



42

muertes registradas se ve en las concentraciones 2 (0,1 mg/L) que es la

permitida por la norma ecuatoriana y 3 (0,5 mg/L) que excede a la norma.

De igual manera la movilidad es inversamente proporcional a las
concentraciones del metal, se vio que a medida que era mayor y que pasaba el
tiempo de experimentacién la movilidad de los individuos disminuia en gran
medida. Tal y como ocurre en el estudio de Giusto, 2015 en donde los efectos
negativos que se evidencian son la mortalidad y reduccion de la actividad

locomotora.

Los individuos que formaron parte del grupo de sobrevivientes se vieron
afectados a nivel celular por la exposicion a altos niveles de toxicidad. Esto se
constato al realizarse las pruebas de biomarcadores. Ocurrié que, debido a las
diferentes concentraciones del metal pesado, se presentd una disminucion de
los niveles de actividad de la enzima catalasa, glutation libre y grupo -SH. Ya que
fueron utilizadas por los organismos para prevenir la oxidacion celular durante el
tiempo de exposicion (Soto, 2014). Los individuos que se encontraban en la
concentracion mas alta, es decir, la concentracion 3 (0,5 mg/L) de arsénico
presentaron una mayor disminucién de la actividad catalasa, glutation (Sala et
al., 2016) y la disminucién de grupos -SH (Asgary, Naderi, Ghannady, 2005) , en
comparacién a las pruebas con el blanco en donde su disminucion era casi
imperceptible, esto significa que los individuos del género Nectopsyche que se
encontraban en un medio sin el metal pesado no tuvieron la necesidad de hacer

uso de estas enzimas ya que no se encontraban bajo un estrés.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

A mayores concentraciones del metal pesado presente en el agua, arsénico, los
niveles de pH tienden a disminuir, lo que significa que el medio se torna acido.
Por lo tanto, este resulta tener un comportamiento més téxico para los individuos

del género Nectopsyche.

Los indices de mortalidad son mayores en las concentraciones mas altas de
arsénico empleado en los ensayos, especificamente en la concentracion 2 (0,1
mg/L) y 3 (0,5 mg/L). El promedio de vida, por lo tanto, fue mayor en las

concentraciones mas bajas, 1 (0,05 mg/L), pero sobre todo en el blanco.

Los individuos del género Nectopsyche presentaron una reduccién de su
capacidad locomotora, en las concentraciones mayores de arsénico,
concentracion 2 (0,1 mg/L) y 3 (0,5 mg/L), los movimientos de los individuos se
tornaron mas tardios y pausados en comparacion al primer dia de

experimentacion y el testigo.

Ademas, se logré comprobar un tipo de estrés a nivel celular en los organismos,
denominado estrés oxidativo celular. Los individuos presentaron un mayor estrés
en las concentraciones mayores de arsénico, esto se determind a partir de un
mayor consumo Yy existié una mayor actividad de las enzimas evaluadas en el
presente estudio, catalasa, glutation y grupo -SH, en las concentraciones 1, 2 y
3, como un medio de defensa empleado por los macroinvertebrados acuaticos

utilizados para la experimentacion.

El contenido de arsénico aceptable dentro de la Tabla 12 ‘Limites de descarga a
un cuerpo de agua dulce’ del Anexo 1, del Libro VI del Texto Unificado de

Legislacion Secundaria de Medio Ambiente, es de 0,1 mg/L, en la presente
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investigacion al emplear dicha concentracion se observaron efectos tanto letales
como subletales (movilidad, biomarcadores catalasa, glutation, grupo -SH) para
los individuos del género Nectopsyche, por lo que se sugiere que el nivel deberia
estar por arriba de lo aceptable.

5.2 Recomendaciones

Es importante que en la implementacion de los microcosmos se utilicen
contenedores 0, Como en este caso, peceras que sean de vidrio y mangueras de
aireacion nuevas. Las peceras deben ser lavadas con jabon neutro y acido
nitrico antes de empezar con la experimentacion para que las concentraciones
del metal pesado y sus lecturas no se vean influenciadas por agentes ajenos al

estudio.

Es primordial que antes de empezar con la experimentacién, se adquiera un
mayor conocimiento acerca de los riesgos a los que se puede estar expuesto
con la manipulacién de metales pesados, recibir capacitaciones acerca de las
medidas de prevencion que se pueden adoptar como el uso de guantes de nitrilo,
gafas y mandil, ademds, conocer acerca de la forma adecuada de desecho de

los materiales y agua contaminados con el metal pesado.

Tener en cuenta que los equipos con los que se van a realizar los analisis y las

mediciones deben estar calibrados para evitar resultados erréneos.

Para preservar los individuos del experimento y conservar la actividad enzimatica
de cada uno es necesario que pasen primero por nitrégeno liquido y sean

conservados a -80°C.
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Anexo 1. Punto de recoleccién de los individuos del género Nectopsyche, Rio
Alambi

Anexo 2. Estandar utilizado de arsénico








