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RESUMEN

Las descargas incontroladas de aguas residuales a los cuerpos de agua se dan por
la falta de planificacién tanto tecnoldégica como industrial y ademas de una
inapropiada zonificacion. En el Ecuador, el Rio Cutuchi que se encuentra entre la
ciudad de Lasso y Latacunga, capta las descargas contaminantes de diferentes
industrias, entre ellas la industria curtiembre. Durante el proceso de curtido de pieles
se utilizan diferentes productos quimicos como es la sal de cromo (lll) que ayuda a
acelerar el proceso, El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos toxicologicos

del cromo, sobre Daphnia magna.

Se utiliz6 agua sintética elaborada en laboratorio y se utilizaron las siguientes
concentraciones: T1 (testigo, agua reposada), T2 (0.03 mg/L), T3 (0.038 mg/L), T4
(0.1 mg/L) , T5 (0.2 mg/L), T6 (0.684 mg/L), T7 (0.8 mg/L) y T8 (1 mg/L). Las
concentraciones del tratamiento 2, 3 y 6 se tomaron en base a los resultados
obtenidos en el Rio Cutuchi, el T3 representa el maximo permisible de cromo para
la preservacion de la vida acuatica en cuerpos de agua dulce y las demas
concentraciones se establecieron por medio de pruebas preliminares. Se ocupd
sulfato basico de cromo (Cr (OH)SOa4) y se realizaron 5 repeticiones por tratamiento
en vasos de 100 mly 10 réplicas por cada repeticion. Se analizaron efectos letales
(mortalidad) a las 24, 48 y 72 h y efectos subletales (movilidad) a las 6 horas y

reproduccion (a los 20 dias)

De acuerdo con los resultados obtenidos, la mortalidad y reproduccion present6
efectos negativos con el T8 (1 mg/L), sin embargo, la movilidad fue alterada (letargo)
en todos los tratamientos menos en el testigo, evidenciando asi que Daphnia magna
presenta efectos significativos a medida que la concentracion de cromo aumenta y

el numero de dias de exposicion.

Palabras clave: toxicidad, Daphnia magna,cromo.



ABSTRACT

Uncontrolled discharges of wastewater to water bodies occur due to lack of planning
in both, technology and industry, in adittion, proper zoning. In Ecuador, the Cutuchi
river that is located in the cities of Lasso and Latacunga, captures the contaminating
discharges of different industries, including the tannery industry. The objective of this

study is to evaluate the toxicological effects of chromium on Daphnia magna.

Synthetic water, prepared in the laboratory, was used and the following
concentrations were used: T1 (control, standing water), T2 (0.03 mg/L), T3 (0.038
mg/L), T4 (0.1 mg/L), T5 (0.2 mg/L), T6 (0.684 mg/L), T7 (0.8 mg/L) y T8 (1 mg/L).
Treatment concentrations 2,3 and 6 were taken based on the results in the Cutuchi
river, T3 represents the maximum allowable chromium for the preservation of aquatic
life in freshwater bodies and the others were established by means of preliminary
tests. The basic chromium sulfate- Cr (OH) SO4was occupied and 5 repetitions were
performed per treatment in 100 ml vessels and 10 replicates for each repetition.
Lethal effects were analyzed at 24, 48 y 72 hours and sublethal effects (mobility) at

6 hours and reproduction (at 20 days).

According to the results obtained, mortality and reproduction had negative effects
with T8 (1 mg/L), however, mobility was altered (lethargy) in all treatments except in
the control, so evidence that Daphnia magna presents significant effects as

chromium concentration increases and the number of days of exposure.

Keywords: toxicity, Daphnia magna, chromium.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes
En América Latina, Unicamente el 20% de las aguas residuales son tratadas a pesar
de que la infraestructura existente en la region podria tratar el 30% (Arroyo, 2015).
En el caso de Ecuador, el tratamiento de aguas es casi inexistente pues apenas el
10% de las aguas residuales son tratadas a nivel nacional (Cabrera,2012).
67
La contaminacion por residuos industriales se da por la falta de planificacion, tanto
tecnoldégica como industrial y una apropiada zonificacién. Es asi que, en el pais, la
cuenca del Rio Cutuchi, que se extiende entre Lasso y Salcedo (Pozo, 2012) capta
las descargas liquidas contaminantes de diferentes industrias locales (tejidos,
curtiembres, papel y celulosa, conservas, etc.) y las descargas del alcantarillado de
la ciudad, provocando una reduccion de la calidad del agua tanto para los
organismos que habitan ahi como para la salud humana, ya que sus aguas son
usadas por el sector agricola de la zona (Da Ros, 1995).

La contaminacién ambiental por la industria del cuero se da principalmente por el
uso de productos quimicos que son usados durante el proceso. Los residuos
principales de esta industria son: aserrin de cuero, carnazas, sulfuros, sales de
cromo (Cr+3, Cr+6) y sélidos suspendidos totales lo que causa un pH &cido y alto
DQO (Guzman, 2010). Los diferentes procesos y operaciones que realizan las
curtiembres generan diferentes liquidos y sélidos los cuales se caracterizan por
tener alta carga organica ademas de la presencia de agentes quimicos que pueden
llegar a ser toxicos como el cromo y el sulfuro (Otiniano, 2007).

Dentro del proceso de curtido de pieles se emplean dos métodos principales, el uno
a base de sales de cromo y el otro a base de sales vegetales, la calidad del cuero
que se genera depende del uso del Cr como agente ya que las sales generan un

proceso de curtido mas rapido y uniforme ademas que obtiene una mayor superficie,



es por este motivo que el 80% de las industrias dedicadas a esta actividad utiliza el
proceso basado en sales de cromo (Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
2015). El curtido vegetal utiliza taninos vegetales teniendo como fuente el extracto
de quebracho, la mimosay la corteza de acacia negra. Este proceso solia realizarse
en pozos y duraba varias semanas, actualmente con el uso de tambores rotativos
el proceso dura alrededor de 12 horas (Porras, 2010). Segun la Clasificacion
Industrial Internacional Uniforme (ClIU) las actividades de curtido se encuentran
dentro de la categorizacion C-1511. “La CIIU ha evaluado los impactos ambientales
producidos por la industria de curtiembre determinando que los impactos negativos
son significativos en cuanto a calidad de agua, pero no significativos respecto a la
calidad del aire; como resultado final del proceso se obtuvo un -56.40 lo cual lo
cataloga como impacto medianamente significativo de caracter negativo”
(MAE,2012).

Las descargas incontroladas de cromo a ecosistemas acuaticos se deben a, que la
mayoria de los colectores de agua no permiten la separacion de efluentes urbanos
e industriales, ademas, los sistemas depurativos convencionales de aguas
residuales presentan un rendimiento medio para la remocion de cromo, por lo tanto,

no se les considera eficientes para tratar este metal (Arauzo, 2003).

Un estudio realizado por Corredor (2006) en el area de Villapinzén, Colombia, indica
los valores analizados de los diferentes parametros fisicoquimicos de las aguas
residuales de curtiembres de la zona obteniendo valores sumamente altos con
respecto a la cantidad de cromo (3915 mg/l), DBO(9834.6 mg/l), DQO(20019.0
mg/l), conductividad (33407.9 S/cml), cloruros(9235.3 mg/l), sulfuros(355.3 mg/l),
pH(11.5l) y sélidos suspendidos(13832.1 mg/l).

El cromo trivalente es capaz de precipitar rapidamente y ser adsorbido por particulas

en suspension y sedimentos al fondo, por lo tanto, se ha comprobado que se



acumula en diferentes especies acuaticas, principalmente en aquellas que se

alimentan del fondo del cuerpo de agua (Chavez, 2010).

Existen estudios realizados sobre el efecto del cromo trivalente en diferentes
especies tanto animales como vegetales, es asi que Azario (2010) en su estudio
mencionan sobre los efectos en el crecimiento de Escherichia coli donde se
determind que bajas concentraciones de cromo Il no alteraron la curva de
crecimiento del microorganismo, sin embargo, concentraciones altas (200-400 ppm)

ayudaron al crecimiento bacteriano.

En el estudio realizado por Gagneten (2004) sobre los efectos de efluentes de
curtiembre en la abundancia y riqueza de especies de zooplancton, se demostré
gue los puntos de muestreo mas cercanos a la fuente contaminante, fue donde
existi6 mayor concentracion de cromo y la densidad de los organismos fue baja.
Ademas, la riqueza de especies disminuy6 notablemente en los sitios cercanos a la

fuente. La concentracion de cromo determinada en este estudio fue de 215 ug/L.

La toxicidad del cromo en los invertebrados de agua dulce es muy variada y la
diferencia téxica entre Cr (lll) y Cr (V1) es insignificante, pues la DL50 durante una
exposicion de 96 horas varia entre 0.1 mg/l y 50 mg/l respectivamente. En cambio,
los efectos toxicos sobre los peces son menores que en los invertebrados con una
variacion de la DL50 entre 3.5 y 118 mg/L bajo las mismas condiciones (Pickering,
1966).

1.2 Alcance

En el presente estudio se analizé los efectos letales y subletales (tasa de natalidad
y movilidad) del cromo, a nivel experimental de laboratorio en una poblacién de
Daphnia magna (Cladocera: Daphniidae). El estudio se realizo utilizando agua

sintética elaborada en laboratorio, con diferentes concentraciones de Cr.



1.3 Justificacion

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, por sus siglas en
inglés (EPA), existen tres formas principales del cromo que son: cromo (0), cromo
(111 y cromo (V1) (EPA, 2016); dentro de sus aplicaciones industriales esté el uso de
pigmentos de cromato en las pinturas, tintes, plasticos y tintas, el uso de cromatos
como agentes anticorrosivos a pinturas, acido cromico galvanizado en la fabricacion
de acero y en la preservacion de madera (Molina, 2010). En general, se usa
extensamente en procesos de manufactura y se encuentra en productos de
consumo tales como: madera tratada con dicromato de cobre, cuero curtido con

sulfato cromico, articulos de cocina de acero inoxidable, entre otros.

Uno de los metales pesados (MP) mas vertidos al medio ambiente, es el cromo que
al encontrarse como Cr3+ constituye un microelemento esencial; sin embargo, en
presencia de materia organica y en condiciones ligeramente acidas se transforma
en Cr6+, siendo este el causante de enfermedades respiratorias y alérgicas; asi
como un potente agente cancerigeno y mutagénico en los humanos (Benitez,2011).

Cuando este compuesto ingresa al medio ambiente no permanece en la atmdsfera,
sino que se deposita en el suelo y el agua; posee, ademas, la capacidad de cambiar
de una forma a otra en el agua y el suelo dependiendo de manera directa de las
condiciones del sitio (pH y temperatura).

A pesar de que el cromo (lll) es esencial en pequefias cantidades para los seres
humanos, en mayor proporcién afecta el ciclo de la glucosa y el principal dafio en el
cuerpo se evidencia en la necrosis tubular (Esparza, 2013); el cromo VI es
considerado como téxico y cancerigeno siendo mutagénico en sistemas celulares
de bacterias y mamiferos. Cuando estos compuestos son absorbidos por via
digestiva, respiratoria o cutanea son capaces de penetrar con facilidad el interior de

los eritrocitos, que al combinarse con la fraccion globinica de la hemoglobina



pueden llegar a producir un cuadro gastrointestinal con sintomas de: vomito, diarrea,

dolores abdominales e incluso, hemorragias intestinales (Porras, 2010).

En los peces el exceso de cromo puede alterar el material genético produciendo
aductos Cr-ADN, uniones ADN-proteinas y ADN-ADN (Le6n, 2014).Existen estudios
gue han determinado una afectacion en las agallas de los peces que se encuentran
mas cercanos a los puntos de descarga de las industrias, especialmente la
curtiembre (Vera, 2014).

La industria de curtiembre ha sido evaluada como un potencial contaminante por
cromo, ya que se estima que usa aproximadamente el 32% del cromo total mundial
(Benitez, 2011). De acuerdo con la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
(2011), la industria de la curtiembre es una de las mas importantes en el Ecuador y
Su mayor concentracion esta en la provincia de Tungurahua, con el 90% de las

empresas a nivel nacional.

Otro punto importante es que grandes volumenes de agua son usados para diluir
este contaminante y alcanzar los limites permisibles para descargas liquidas a
cuerpos de agua. Por ejemplo, los procesos de acabado que usan cromo metalico
consumen entre 2 y 20 L de agua por m? de superficie tratada, generando un
efluente rico en cromo y las curtiembres consumen de 20 a 100 m® de agua por
tonelada de cuero crudo, generando aproximadamente 60 m® de agua residual
(Mosquera, 2007).

La falta de estudios sobre el efecto del Cr en ecosistemas loticos y especificamente
sobre poblaciones de Daphnia magna hicieron justificable el presente trabajo de
investigacién. Daphnia magna es un indicador utilizado a nivel mundial y propuesto
dentro de los programas de Evaluacion del Riesgo Ambiental, ademas de jugar un
papel importante dentro de la cadena alimenticia como consumidor primario en los

ecosistemas acuaticos (Cui, 2018).



1.4 Objetivo General

Evaluar los efectos toxicologicos del cromo sobre Daphnia magna.

1.5 Objetivos especificos

¢ Definir las concentraciones de cromo para la experimentacion en base a las
presentes en el rio Cutuchi.

e Determinar los efectos letales y subletales en una poblacion de Daphnia
magna en relacién a la concentracion del cromo.

e Construir una curva concentracion-respuesta de Daphnia magna, frente al
cromo.

1.6 Hipotesis

Hipotesis nula (HO1)

Las respuestas subletales en poblaciones de Daphnia magna no varian en relacion
a la concentracién de cromo en el agua.

Hipotesis alternativa (Hi1)

Las respuestas subletales en poblaciones de Daphnia magna varian en relacion a

la concentracion de cromo en el agua.

Hipotesis nula (HO2)
La mortalidad en poblaciones de Daphnia magna no varia en relaciéon a la

concentracion de cromo en el agua.

Hipotesis alternativa (Hiz)
La mortalidad en poblaciones de Daphnia magna varia en relacion a la

concentracion de cromo en el agua.



2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Ecosistemas l6ticos

Los ecosistema l6ticos o fluviales se los puede definir como aquellos que fluyen a
lo largo de un cauce (Vidal, 2005) tales como quebradas, rios y riachuelos, en donde
habitan diferentes comunidades biolégicas de gran importancia como:
macroinvertebrados, microfitos, ictiofauna y perifiton. Del 3% del agua dulce
disponible en el planeta, el 68% de esta se encuentra en los casquetes polares, el
30.1% en los acuiferos y uUnicamente el 1.2% esta disponible en las aguas
superficiales (Fernandez, 2005). El Ecuador, de acuerdo con la Secretaria del Agua
(2012) cuenta con 740 unidades hidrograficas alcanzando una extension de
256.370 km?2.

2.2 Contaminacién

La contaminacion se define como la adicién de elementos no necesarios al medio
natural, lo cual es peligroso tanto para los seres humanos como para las plantas,
vida acuatica, suelo y otras formas de vida (Delgadillo, 2011). Existen diferentes
razones para la contaminacion del agua, pero la industrializacion y la urbanizacion

son las principales (Rokade, 2017).

La contaminacién de los ecosistemas Iéticos son producto del uso excesivo de
plaguicidas y fertilizantes en las zonas cercanas a estos ecosistemas, ademas de,
el mal manejo de aguas residuales, desechos toxicos provenientes de las industrias
principalmente, y, desechos sélidos (Rivas, 2009). Esto ocasiona cambios en las
concentraciones de: dioxido de carbono, pH, temperatura, oxigeno disuelto y
conductividad (Gutiérrez, 2014) Las comunidades presentes en estos ecosistemas
suelen ser delicadas ya que un pequefio cambio en los parametros de agua puede
alterar la fisiologia o la salud de las especies lo cual afecta directamente la
abundancia relativa de las mismas, por lo tanto, todo el ecosistema se ve alterado
(Sanchez, 2007).



La Secretaria Nacional de Agua del Ecuador, menciona que la contaminacion de los
recursos hidricos y la degradacién de los ecosistemas son los principales problemas
que afectan al pais en temas de desarrollo sostenible, esto se da principalmente por
el crecimiento poblacional, aumento de la demanda de agua, incumplimiento de las
normas establecidas y la falta de aplicacion de sanciones a los causantes de los
diferentes impactos ambientales. Dentro del ambito de la calidad del agua, existen
tres motivos principales para su alteracion: 1) vertimiento de aguas residuales, 2)
disposicion final de residuos sélidos y 3) disposicion de agroquimicos y nutrientes
de los suelos mediante procesos de escorrentia (Secretaria Nacional del Agua
,2012).

2.3 Cuenca del Rio Cutuchi
La microcuenca del Rio Cutuchi representa la mayor arteria fluvial para el canton
Latacunga ya que atraviesa el canton de Norte a Sur recibiendo el aporte de varios
afluentes (Lavenu, 1995). La oferta hidrica de esta cuenca esta estimada en
alrededor de 100 mm3 al afio y su caudal es de 5.2 m3/s en su paso por la ciudad
de Latacunga. La cuenca del rio alberga varios acuiferos los mismos que son
aprovechados mediante la utilizacion de pozos en distintos sectores. El Rio Cutuchi
posee una extension de 11,77 km (Espin, 2016) y en el afio 2009 se registraron 325
descargas de aguas grises al rio. Es asi que se han determinado tres principales
origenes de contaminacion:

- Naturales

- Descargas puntuales domésticas

- Descargas puntuales industriales
En cuanto a las descargas industriales, en el rio se presentaron concentraciones
elevadas de arsénico y cromo sobrepasando los limites maximos permisibles
establecidos por la normativa ecuatoriana, la fuente principal de estos
contaminantes se presume, es la salmuera proveniente de los procesos de
curtiembres (GADM Latacunga,2016).



Cuenca del Rio Cutuchi
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Figura 1. Cuenca del Rio Cutuchi.

El rio Cutuchi atraviesa el cantdén Latacunga y el cantdén Salcedo (Figura 1). La zona
tiene una altitud de entre 2500 y 2680 m.s.n.m en donde se presenta un terreno
ligeramente inclinado con pendientes de 0-5%. En cuanto a la taxonomia del suelo,
se ha determinado que el orden predominante de la zona es el Molisol. De acuerdo
con el Plan de Desarrollo y Ordenamiento Territorial del canton Latacunga el 46.15%
del suelo esta destinado para el uso agropecuario (cultivos). De acuerdo con la
Universidad Central del Ecuador (2015) las actividades contaminantes del rio
Cutuchi se dan principalmente por: curtiembres, procesadoras de metal y papel,
mineria, agricultura, casas de salud, empresas floricolas, lubricantes, lavadoras y
mecanicas; desechos sélidos y colectores de aguas negras, los mismos que son
considerados de alto riesgo ademas de la presencia de industrias de lacteos y

embutidos representando un riesgo bajo en comparacion a las anteriores.
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2.4 La Industria curtiembre
El proceso de curtido de pieles consiste en, la transformacion de la piel de ganado
vacuno u otros animales en cuero, el mismo que posee caracteristicas de
flexibilidad, incorruptible y, ademas, inmune a ataques bacterianos (Ortiz, 2012). El
proceso de curtido (Figura 2), generalmente posee tres etapas que son: 1) Fase de
ribera, 2) Etapa de curtido, y 3) Etapa de acabado (Rosner, 2016).

2.4.1 Fasederibera
Dentro de estos procesos se tienen los que permiten eliminar el pelo o lana de la
piel usando sulfuro de sodio y cal, por lo tanto, es el proceso que consume mayor
cantidad de agua y su efluente posee un elevado pH (MAE,2012). Ademas de,
preparar a la piel para el proceso de curtido. Los diferentes procesos dentro de esta
fase son los siguientes:

e Recepcion de materias primas: A la llegada de la piel del animal a la
curtiembre, se procede al recorte de las extremidades (cuello o cola) y luego
se trata de dar a las pieles las condiciones de humedad necesarias por lo
gue en este proceso se genera gran volumen de agua residual (Universidad
Nacional de Colombia, 2010).

e Curado y desinfectado (salado): Con el objetivo de deshidratar el cuero, se
curan las pieles salandolas o secandolas en donde se ocupa la sal de dos
formas diferentes: con salmuera o salazon himeda. El método con salmuera
es considerado el mas rapido y, por lo tanto, el mas usado. El proceso
consiste en colocar las pieles en grandes cubetas que contiene
desinfectantes, bactericidas y una solucion de sal casi saturada, en donde
para mejorar el contacto con la piel se debe agitar y dejar pasar por lo menos
16 horas para que las pieles absorban la sal (Salas, 2005).

e Pelambre: consiste en la disolucion del pelo sumergiendo la piel en sulfuro
de sodio y cal acompafado de una constante agitacion, en donde ademas
de retirar el pelo, en el interior del cuero se produce el desdoblamiento de las

fibras a fibrillas lo cual prepara al cuero para la curticion (Palomino, 2016).
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e Desencalado: durante este proceso se lava las pieles para remover el
sulfuro y la cal utilizada en el proceso anterior. Para la cual es necesario el
uso de sustancias quimicas (sales de amonio, acidos organicos tamponados,
peréxido de hidrégeno, malazas y azuUcares) para la preparacion de
soluciones (MAE,2012).

e Descarnado: consiste en eliminar de forma mecanica la grasa natural de las
pieles con el objetivo de eliminar el tejido subcutaneo y adiposo y de esta
manera poder tener una adecuada penetracion de los productos quimicos en
la etapa de curtido (Universidad Nacional de Colombia, 2010).

e Desengrasado: en este proceso se utiliza kerosene, percloroetileno y
monoclorobenceno para preparas soluciones en donde se sumerge la piel.
Ademas, para la correcta limpieza de los poros se utiliza cloruro de amonio
logrando con esto homogeneidad, elasticidad y tersura en toda la superficie
de la piel (Zapata, s.f).

e Piquelado: Durante este proceso se prepara quimicamente a la piel para el
proceso de curtido con el uso de soluciones de acido formico y acido
sulftrico, la funcién de estos acidos es de aportar protones para enlazar con
el grupo carboxilico y de esta forma permitir la difusion del curtiente en la
parte interna de la piel (Vargas, 2017).

2.4.2 Etapade curtido

Durante en proceso de curtido, se utilizan dos técnicas: Una a base de sales de

cromo y la otra a base de sales vegetales. Para el proceso de curtido vegetal se

utilizan taninos aportando polifenoles y agentes astringentes, tiene una duracion
de entre una y dos semanas. Sin embargo, el proceso realizado a base de sales
cromo es mas rapido ya que se realiza en un periodo de 6 a 8 horas (Ortiz,

2012). Basicamente la calidad del cuero se da por el uso de cromo ya que

garantiza la fijacion del cromo en las proteinas de la piel y evita la

descomposicion (Ortiz, 2015).



12

e Escurrido: se deja reposar los cueros con el fin de que se fije el curtiente
y luego es llevado a una maquina escurridora eliminando de esta manera
de un 50-80% de la humedad (MAE,2012).

2.4.3 Etapa de acabado

e Re curtido, tefiido y engrase: antes de empezar estas etapas el cuero
es blanqueado con un acido o blanqueador con el fin de dar un aspecto
uniforme. El re curtido consiste en un proceso adicional opcional para
mejorar la fijacion del cromo. Para el teflido se aplican agentes quimicos
colorantes dando el acabado deseado y el proceso de desengrase se usa
para evitar el cuarteamiento del cuero y que el mismo sea suave, flexible
y fuerte (Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, 2011).

e Secado: durante este proceso es importante la velocidad del secado ya
gue puede afectar las partes internas del cuero. En algunos tipos de
cuero, se utiliza la desecacion adhesiva que consiste en colocar el cuero
hamedo sobre planchas de vidrio y se seca estirando el cuero.

e Acabado: incluye procesos de planchado y clasificacion.

PROCESO DE CURTIDO
Y ACABADO DE CUERO
LRCIPOON couns l:a:o‘::y T 5. DESCARNADO

¥ RECORTE

¥ PURGA
] B
12, RECURTIO

1m REBAJADO 13. ACABADO

w O CHERO TERMINADO
,_:i " J

Figura 2. Proceso realizado por las curtiembres.
Tomado de (MAE, 2012)
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2.5 Metales pesados

Los metales pesados constituyen un grupo de casi 40 elementos de la tabla
periddica, los mismos que tienen una densidad mayor o igual a 5 g/cm?® (Lucho,
2005). La contaminacion por metales pesados se ha convertido en un problema
serio tanto para el ambiente, como para la salud humana. Este problema radica en
la liberacidn de concentraciones provenientes de procesos industriales que exceden
los niveles permisibles (Velma, 2009), causando desérdenes en los ecosistemas
acuaticos y por lo tanto produciendo efectos asociados a los organismos y la cadena
tréfica (Molina, 2012)

Los metales pesados y sus efectos, se han venido estudiando durante los ultimos
50 afios y han cobrado importancia ya que, altas cantidades de estos han sido
desechadas al ambiente y al no ser biodegradables, persisten durante largos
periodos (Sabath, 2012). Pese a que muchos de estos son indispensables para el
ser humano en bajas concentraciones (Rodriguez, 2016), se han identificado
efectos genotoxicos en el ser humano ocasionados por el mercurio, cadmio y plomo
(Calao, 2015). De igual manera en las plantas de rabano y zanahoria, el cadmio y
zinc son bioacumulados en las hojas provocando un marchitamiento y disminucién

en la longitud de las raices (Mendez, 2008).

2.6 Cromo

El cromo es un metal pesado, con numero atomico 24 y perteneciente al grupo Vib
de la tabla periodica (Cuberos, 2009), presenta estado de oxidacion divalente Cr
(I, trivalente Cr(lll) y hexavalente Cr( VI), siendo Cr(lll) y Cr (VI) sus estados de
oxidacion més estables. Es considerado uno de los contaminantes ambientales mas
comunes Yy la peligrosidad a la exposicion depende del estado de oxidacion en el
gue se encuentre (Rokade, 2017).
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En la naturaleza, el cromo hexavalente es considerado como toxico y carcinogénico
siendo el responsable del cancer de pulmon, dafios en los rifiones, Ulceras cronicas
y perforacion del tabique nasal (Velma, 2009), pese a que es considerado un metal
esencial en el metabolismo de la glucosa y juega un papel muy importante en la

accion de la insulina (Gémez, 2004).

En las plantas, por ejemplo, del género Arabidopsis, este compuesto es capaz de
afectar la raiz, amarillamiento de las hojas y afectar la produccion del follaje (Ortiz,
2006). Asi mismo en larvas de animales como el cangrejo (Petrolisthes laevigatus)
se observaron malformaciones y atrofia en espinas laterales y dorsal (Lermanda,
2009).

2.7 Normativa ecuatoriana

En el Ecuador la normativa ambiental se rige por medio del Ministerio de Ambiente
(MAE), es asi que, el Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio de
Ambiente (TULSMA) contiene los criterios para calidad de agua, aire y suelo, en sus

anexos, los mismos que fueron reformados por medio del Acuerdo Ministerial 097.

El Anexo | corresponde a Calidad del Agua, sin embargo, el pardmetro de Cr no se
encuentra establecido en los criterios de calidad de fuentes de agua para consumo
humano y doméstico (Tabla 1). Por otro lado, la OMS establece el limite maximo
permisible para cromo VI en agua potable con un valor de 50 pg/L. En la tabla 2 del
Anexo |, correspondiente a los criterios de calidad para la preservacion de la vida
acudtica, se indica un LMP de 0.032 mg/L de cromo total para agua dulce y 0.05
mg/L para agua marina y de estuario. Asi mismo, en la tabla 8 y 9 (limites maximos
de descarga al alcantarillado y limites maximo de descarga a un cuerpo de agua

dulce, respectivamente), se establece un LMP de 0,5 mg/L de cromo hexavalente.
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Tabla 1.
Limites maximos permisibles (LMP) de acuerdo al Texto Unificado de Legislacion

Secundaria del Ministerio de Ambiente (TULSMA), para el cromo.

Parametro  Criterio de calidad Expresado Unidad Valor Fuente

como
Fuentes de agua para TULSMA,
consumo humano y Cromo mg/L  0.05 Libro VI,
domeéstico. hexavalente Anexo 1,

Tabla 1.

Preservacion de la
vida acuatica y Cromototal mg/L 0.032 TULSMA,

Cromo silvestre en aguas LIBRO VI,
dulces, marinas y de ANEXO 1,
estuarios. Tabla 2

Limites de descarga  Cromototal mg/L 0.5 TULSMA,

al sistema de LIBRO VI,
alcantarillado publico ANEXO 1,
Tabla 8
Limites de descarga Cromo mg/L 0.5 TULSMA,
a un cuerpo de agua hexavalente LIBRO VI,
dulce ANEXO 1,
Tabla 9

2.8 Toxicologia y ecotoxicologia
De acuerdo con la EPA (s.f) el concepto de toxicidad se refiere a la capacidad de
una sustancia para ocasionar un efecto nocivo sobre un organismo y que, depende

de la concentracion y las propiedades quimicas del compuesto.

La ecotoxicologia se encarga de estudiar la polucion en sistemas bidticos a manera
de toxicidad, reduccién de una determinada productividad, alteracion de ciertas
especies y sus efectos (Capo, 2003). También se basa en el supuesto de mencionar
a los organismos como sensibles a ciertos contaminantes presentes en el ambiente
de manera que sea factible establecer una correlacién entre el tipo y grado de

contaminacion y su respuesta a variables biologicas (Ferrari, 2015).
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2.9 Bioensayos de toxicidad

Los ensayos de toxicidad son herramientas de diagnostico que sirven para evaluar
el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre diferentes organismos de prueba, los
mismos que estan sometidos a condiciones experimentales especificas y
controladas (Valavanidis, 2015). Los efectos evaluados dentro de los ensayos
pueden ser: crecimiento, mortalidad, proliferacion, cambios fisiolégicos,
morfoldgicos e histoldgicos (Castillo, 2004).

2.9.1 Tipos de bioensayo

- Subletales: Se evaltan generalmente a largo plazo y se observan cambios
morfolégicos, reproductivos y de sobrevivencia, que se producen por debajo
del nivel que causa la muerte (Valavanidis, 2015).

- Agudos: Se miden a las 24 o 48 horas y cuantifican las concentraciones
letales de cierto compuesto o sustancia sobre una especie en particular. El
valor calculado se denomina “concentracion letal 50” y representa la
concentracion a la que el 50% de la poblacion experimental muere (Silva,
2007).

- Crobnicos: Generalmente son aquellos que miden el efecto durante el ciclo
de vida de cierto organismos y la respuesta a analizar en esta tipo de
bioensayo es la inhibicion o aumento en las tasas reproductivas o de
crecimiento del organismo (Flores, 1997)

2.10 Bioindicadores de calidad de agua

Se considera a un organismo como bioindicador cuando sus funciones vitales estan
relacionadas con ciertos efectos medioambientales sean de origen natural o
antropogénico y que en base a esto se pueden utilizar para indicar la presencia de

ciertos parametros (Hawksworth, 2009).

Los bioindicadores de calidad de agua se clasifican en: indicadores de monitoreo e

indicadores de prueba. Los primeros, ofrecen informacion sobre las condiciones del
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sitio o ecosistemas y de factores como la humedad, pH, presencia de compuestos
especificos y oxigeno y los bioindicadores de prueba son los usados bajo
condiciones de laboratorio especificamente en el area de toxicologia (Garcia, 2017).
2.11 Curvas concentracion-respuesta

La determinacion de las curvas concentracion-respuesta (Figura 3) sirven como
base para la determinacién del peligro/riesgo que generan las sustancias quimicas

presentes en el medio ambiente (Diaz, 2004).

81 /

Porcentaje de mortalidad

Concentracion

Figura 3. Relacion dosis- respuesta
Tomado de (Diaz, 2004)

Existen diferentes formas de determinar la toxicidad y establecer las curvas
concentracion respuesta a diferentes niveles, por ejemplo:

NOAEL: Se define como el nivel de efecto adverso no observado (no observed
adverse effect level), en el cual no existe estadistica o bioldgicamente incrementos
significantes en la frecuencia o severidad de los efectos adversos entre la poblacion
estudiada y el control (Alexeeff, 2001).

LOAEL: De acuerdo a sus siglas en inglés se define como “lowest observable
adverse effect level”, que establece la dosis mas baja que puede causar efectos

adversos perceptibles (Arrieta,2007).
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CL50: Definida como la concentracion estimada letal para el 50% de los organismos
de ensayo.

CES50: Definida como la concentracion efectiva o de inhibicion media que afecta al
50% de los organismos de ensayo (Castillo, 2004).

CL25: Definida como la concentracion estimada letal para el 25% de los organismos
de ensayo.

CE25: Definida como la concentracion efectiva o de inhibicién media que afecta al
25% de los organismos de ensayo (Castillo, 2004).

2.12 Pulgas de agua

Daphnia magna es el crustaceo claddcero planctonico (Nufiez, 2005) conocido
como pulga de agua gracias al comportamiento de salto que presentan cuando
nadan. Se caracteriza por tener patas aplanadas para poder producir una corriente
de agua, su tamarfo varia de 0,5 a 0,6 mm y los machos se distinguen de las
hembras al presentar un tamafio mas pequefio, antenas mas grandes y sus

primeras patas poseen un gancho que les sirve para sujetar (Ebert, 2005).

Es usado en ensayos eco toxicoldgicos gracias a su facil establecimiento en
condiciones de laboratorio y corto ciclo de vida. Uno de los motivos principales por
el cual se utiliza las pulgas de agua como bioindicadores es por su tipo de
reproduccion. Es decir, cuando se encuentra en condiciones favorables se
reproduce mediante partenogénesis y cuando las condiciones ambientales son

desfavorables, se reproduce de manera sexual (Nufiez, 2005).

En cuanto a su morfologia (Figura 4), posee un cuerpo ovalado y lateralmente
comprimido. Posee una concha no calcificada de quitina conocida como caparazén
el mismo que es transparente. De adelante hacia atras, posee 10 pares de
apeéndices, antenas con numerosas setas y 0jo hauplio. Después de las antenas
posee 5 o0 6 extremidades en el tronco, las mismas que forman un aparato para la

respiracion y para la alimentacion (Ebert, 2005).
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Figura 4. Anatomia funcional de Daphnia magna.
Tomado de (Ebert,2005)

2.12.1 Taxonomia
De acuerdo con la base de datos del Sistema Integrado de Informacion Taxonémica
(ITIS), por sus siglas en inglés, la clasificacion taxondmica de Daphnia magna, es
la siguiente:

Reino: Animal

Phylum: Arthropoda

Clase: Branchiopoda

Orden: Diplostraca

Suborden: Cladocera

Familia: Daphniidae

Género: Daphnia

Especie: Daphnia magna Straus

2.12.2 Habitat y distribucion
Puede encontrarse a nivel global ya que tiene una distribucion cosmopolita (Kaya,
2013), principalmente se encuentran en lagos, charcos temporales, reservorios

artificiales y aguas de desecho (FAO,1989). Se pueden encontrar abundante en
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lugares que posee elevada concentracion de materia organica donde proliferen
bacterias microalgas y levaduras. Los cuerpos de agua que poseen un pH entre 6.5
y 9.5 son aptos para el crecimiento de la mayoria de las especies incluyendo a las
pulgas de agua y la concentracién de sal debe estar por debajo de 1.5g/L, aunque
D. magna puede tolerar concentraciones de sal de 6g/L (Ebert, 2005).
2.12.3 Ciclo de vida, desarrollo y reproduccion

En la etapa de crecimiento, D. magna se caracteriza por reproducirse de manera
asexual (Figura 5), las hembras producen un numero de huevos mediante
partenogénesis cuando llegan a la etapa de muda adulta. Este proceso esta
influenciado por las condiciones de alimentacion. Los huevos se desarrollan de
manera inmediata y se ubican en la camara de cria, que se encuentra dorsalmente
debajo del caparazon(Ocampo, 2010). A una temperatura de 20°C los embriones
salen de los huevos, pero normalmente la madre libera a los embriones a los 3 dias
por medio de la flexion ventral del abdomen posterior. Una hembra adulta es capaz
de producir huevos cada 3 o 4 dias, con un total de 100 huevos en cada puesta,
aproximadamente, hasta su muerte. Cabe mencionar que D.magna pasa por 6 o 7
estados juveniles antes de llegar a la etapa adulta, es decir cuando comienza a
producir huevos (Ebert, 2005).

En condiciones no favorables para la poblacion, cémo, por ejemplo, el aumento de
la densidad poblacional ya que existe mayor competencia y menos disponibilidad
de alimentos, disminucién de la temperatura y la disminucion de la duracion del dia
juegan un papel importante en la induccion de la reproduccion sexual de D. magna,
en donde se producen huevos haploides (huevos en reposo) que necesitan machos
diploides para poder fertilizar estos huevos. Para el proceso de fertilizacion, el
macho copula a la hembra, este proceso se da de manera interna y ocurre entre el
periodo de la muda y la deposicién de huevos en el efipio o cdmara protectora
(Ebert, 2005).
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Figura 5. Ciclo reproductivo de Daphnia magna.
Tomado de (Ebert,2005)

3. CAPITULO lll. METODOLOGIA

La presente investigacion fue de tipo experimental, con el propésito de medir los
efectos toxicolégicos del cromo sobre Daphnia magna. Para lo que se ocupé sulfato
basico de cromo- Cr2(OH)SOa. El estudio se realizo en el laboratorio de Toxicologia
(LQ11) perteneciente a la carrera de Ingenieria Ambiental, en la Universidad de las

Américas, Sede Queri.

3.1Determinacion de la concentraciéon de cromo

3.1.1 Seleccién de los puntos de muestreo
Se tomaron tres puntos de muestreo en el rio Cutuchi (Tabla 5), que se distribuyeron
de la siguiente manera: en la zona de referencia (antes de la zona poblada de
Latacunga) (P1), en la zona urbana con fuerte influencia de la industria curtiembre
(P2) y enla zona de salida de la zona poblada (P3) (Figura 6). Ademas, se realizaron

analisis in situ para la determinacion de parametros fisico- quimicos.
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Tabla 5.
Puntos de muestreo establecidos en el Rio Cutuchi.
Puntos Coordenadas
Este Sur
Punto 1 766250.00 m E 9917753.00m S
Punto 2 764481.00 m E 9897362.00m S
Punto 3 767342.73 mE 9885561.46 m S

Puntos de muestreo
Ecuador Leyenda

Escala 1:895038
357803 68978 7378 777803 817803 . Puntos de mueStreo

— Rios

9954560
9954560

PARAMETROS GENERALES

Puntos de muestreo establecidos

Rio: Cutuchi
Provincia: Cotopaxi

9524560
hY
9924580

_J / \I / ,\//\\\ ‘,"‘/ // — '3&
/ _ COTOFAXI pp/~ S
(] ~ 6 A UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS
PROVINCIA DE COTOPAXI

9654560
-
S
(5]
\
3684560

g\, RIO CUTUCHI

e DANIELA ALEJANDRA JACOME MALDONADO

557603 69781 7378 TTTBO3 817803

Coordinate System: WGS 1984 UTM Zone 17S
Projection: Transverse Mercator
Datum: WGS 1984
False Easting: 500,000.0000
30 15 0 30 Kilometers False Northing: 10,000,000.0000
I TN N T Central Meridian: -81.0000
Scale Factor: 0.9996
Latitude Of Ongin: 0.0000
Units: Meter

Figura 6. Puntos de muestreo establecidos en el rio Cutuchi.

3.1.2 Recoleccion y analisis de las muestras de agua

3.1.2.1 Recoleccibn
Las muestras de agua fueron tomadas de acuerdo a las disposiciones establecidas
en la NTE INEN 2169 correspondiente al agua, calidad del agua, muestreo, manejo
y conservacion de muestras. Para los analisis de cromo la norma establece que se
debe utilizar un recipiente de plastico o vidrio lavado con acido. En cuanto a

preservacion de la muestra se debe enfriar entre 1°C y 5°C. El muestreo se realiz6
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de manera puntual y se tomo 2L de agua por cada punto establecido, basandose
en la NTE INEN 2176.El transporte de las muestras se realiz6 de acuerdo a lo
establecido en la NTE INEN 21609 literal 4.1.5.
3.1.2.2 Andlisis in situ

En cuanto a los analisis en campo se midié pH, conductividad, %0OD, temperatura
ambiente y temperatura del agua (Gomez, 2017), ya que estos parametros pueden
presentar variaciones al poco tiempo de tomar la muestra (Pacheco,1996). Las
mediciones se realizaron con la ayuda del equipo multiparametro (Marca HANNA
Modelo HI9829 serie B0071225). Los equipos fueron proporcionados por el

laboratorio de Ingenieria Ambiental-UDLA.

3.1.2.3 Analisis en laboratorio
La determinacion de las concentraciones de Cr se realizé utilizando el
espectrofotometro de plasma de acoplamiento inductivo ICO-OES, en el laboratorio

Ambiental de la Direccion de Investigacion de la Universidad de las Américas.

3.1.2.4 Concentraciones para la experimentacion
Una vez analizadas las muestras y realizadas las pruebas preliminares, se
determinaron las concentraciones para la experimentacion. Basandose en los
criterios de calidad de agua, tanto para preservacion de la vida acuatica como para
descargas a cuerpos de agua dulce y las concentraciones obtenidas en las

muestras, se establecieron las siguientes concentraciones (Tabla 6).

La concentracién 2 representa el LMP de cromo establecido en la tabla 2 del
TULSMA (Libro VI, Anexo 1). La tercera concentracion fue la obtenida en el P1 del
Rio Cutuchi. La concentracion 6 representa la concentracion mas alta de cromo
obtenida en los puntos de muestreo es decir el P3. Las demas concentraciones se
establecieron por medio de ensayos preliminares, en donde a estas

concentraciones se observaron efectos del cromo sobre la especie de estudio.
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Tabla 6.

Concentraciones determinadas para la experimentacion.

Nivel Concentraciéon (mg/L)
Testigo
0.03
0.038
0.1
0.2
0.684
0.80
1

o~NO O~ WNE

Ya que se utilizé sal de cromo y se analizaron los efectos Unicamente del cromo
sobre Daphnia magna, se realizaron diferentes calculos para conocer la cantidad
exacta de sal a utilizar para obtener las concentraciones de cromo establecidas.
Los célculos se presentan a continuacion:

Reactivo: sulfato basico de cromo- Cr(OH)SO4

Peso molecular: 165,05 -
mol

Pureza del reactivo= 24-26%

1 mol Cr,04 2mol Cr 51,99 ¢
* *
152 g 1mol Cr,0; 1mol Cr

= 0,684 * 100 = 68,4%Cr en Cr,0;
(Ecuacion 1)
Para la concentracién 2:

100 g Cr,05; 100 Cr(OH)SO,
*
68,4 g Cr 25g

0.03mg Cr = = 1,754 mg CrOHS04

(Ecuacion 2)

3.2 Crecimiento de Daphnia magna en laboratorio

De acuerdo con Sun (1991) el crecimiento y reproduccion de Daphnia magna se da
de manera normal entre los 15 y 31°C. Las daphnias fueron sometidas a un
fotoperiodo 12-12 (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad) (Nuafiez, 2005). En
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cuanto al alimento se utilizé el alga del género Chlorella. Para cada vaso precipitado
se inocularon 10 Daphnias (neonatos) y el alimento fue proporcionado dos veces
por semana (Ortega, 1998).

3.3 Disefo experimental

3.3.1 Preparacion de agua sintética

Una vez determinadas las concentraciones de cromo de las muestras de agua y del
agua de curtiembre, se procedio a trabajar con agua sintética, con el objetivo de
analizar unicamente el efecto del Cr sobre la especie de estudio. El agua sintética
se preparo utilizando agua potable reposada durante un periodo de 7 dias para
lograr la volatilizacién del cloro y evitar que tenga un efecto sobre las pulgas de
agua. Luego de este periodo se procedié a afadir la soluciébn de cromo hasta

obtener las concentraciones establecidas.

Para la preparacion del agua sintética se utilizaron balones aforados de 1L, balanza
analitica, varillas de vidrio, agua destilada, sal de cromo, micropipetas y puntas. Los
materiales fueron proporcionados por el laboratorio de la carrera de Ingenieria
Ambiental de la UDLA.

Las repeticiones se realizaron en vasos precipitados de 100 ml y las pulgas fueron
alimentadas con la ayuda de micropipetas. Es importante mencionar que, el pH del
agua sintética fue medido varias veces durante la experimentacién para de esta
manera controlar que el cromo (lll) no haya cambiado a cromo (VI).

3.3.2 Variables independientes

Tabla 7.

Variables independientes.

Factor Concentracion Tratamiento Repeticiones Réplicas
mg/L

Testigo T12




26

0.03 T2
0.038 T3
Cromo 0.1 T4 5 10
repeticiones  réplicas

0.2 T5 por por cada

tratamiento  repeticion
0.684 T6
0.8 T7
1 T8

Nota: @ Tratamiento 1: testigo, agua reposada, ? Tratamiento 3: testigo, agua del Rio Cutuchi

3.3.3 Variables de respuesta

e Letales: mortalidad

Iy # individuos muertos en un tiempo (t)
0=

= — —— - * 100
# de individuos al inicio del experimento

(Ecuacion 3)

Para evaluar la mortalidad de la especie de estudio se realizaron observaciones en

los siguientes tiempos:

Tabla 8.
Tiempos establecidos para observar mortalidad.

Nivel Tiempo

T1 0 min
T2 5 min
T3 15 min
T4 45 min

T5 1 hora




27

T6 3 horas
T7 6 horas
T8 24 horas
T9 48 horas
T10 72 horas

T11 96 horas

o Subletales: movilidad y reproduccién

Movilidad
La movilidad se observo en todos los tratamientos y en cada repeticion en los

siguientes tiempos: Omin, 5 min, 15 min, 45min, 1 hora, 3 horas y 6 horas.

Tabla 9

Valores establecidos para evaluar movilidad en Daphnia magna.

Indicador Valor

Lenta -1

Normal 0

Acelerada 1

Reproduccion
La reproduccion se observo en todos los tratamientos a los 20 dias ya que ese es

el periodo de reproduccién de Daphnia magna.
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3.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de las tres variables de respuesta se compararon con los
valores del testigo (agua reposada) mediante el andlisis ANOVA que fue realizado
utilizando el programa estadistico InfoStat. Como primera parte se realizé la prueba
de normalidad de Shapiro-WIlks y luego el andlisis de varianza mediante la

comparacion LSD Fisher con un indice de confianza del 95%.

3.5 Curva “concentracién/ respuesta”

Para la determinacion de las curvas concentracion-respuesta se utilizo: LOAEL,
NOEAL, DL50, CE50, DL25 y CE25. Se realizé una curva para mortalidad a las 24
y 48 horas.

4. CAPITULO IV. ANALISIS DE RESULTADOS
4.1 Caracterizacion del Rio Cutuchi
Los analisis in situ y ex situ realizados para los tres puntos de muestreo establecidos
indicaron los siguientes valores.
Tabla 10.

Resultados in situ y ex situ obtenidos de los puntos de muestreo en el Rio Cutuchi.

Parametro Unidad Punto 1 Punto 2 Punto 3
pH - 7.35 8.14 8.76
Temperatura °C 15.17 17.19 16.97
%O0D % 38.2 38.8 84.2
Conductividad puS/cm 634 826 529
Turbidez FNU 10.9 41.1 106

Cr Total mg/L 0.038 0.027 0.684

Como se puede evidenciar en la Tabla 10 los parametros analizados cambian de
acuerdo con los puntos de muestreo. En cuanto a la conductividad, se observo un

valor mas alto en el punto 2

Ademas de estos puntos se analiz6 una muestra de agua residual (AR) de

curtiembre para determinar la concentracion de cromo y comparar con la legislacion
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ambiental. El analisis fue realizado por la empresa LABOLAB y se obtuvo una

concentracion de 3416.25 mg Cr/L.

De acuerdo con la normativa ambiental ecuatoriana y a la Tabla 2 donde se
encuentran los criterios de calidad de agua para preservacion de la vida acuatica,
indica un valor maximo para cromo total de 0.032 mg/L por lo que, tanto el punto 1

como el punto 3 sobrepasan los limites maximos permisibles establecidos.

Efectos letales: mortalidad
Las tablas ANOVA presentadas a continuacion, muestran la relacion entre la

concentracion de cromo y la mortalidad a las 24 y 48 horas de comenzado el ensayo.

Mortalidad 24h

Tabla 11
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill) a las 24 horas
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 5920.00 6 986.67 8.85 <0.0001
Tratamiento  5920.00 6 986.67 8.85 <0.0001
Error 3120.00 28 111.43
Total 9040.00 34
Tabla 12

Prueba LSD Fisher a las 24 horas.

Tratamiento Medias n F.F Agrupaciones
1 2.00 5 4.72 A
4 4.00 5 4.72 A B
2 4.00 5 4.72 A B
5 6.00 5 4.72 A B
6 16.00 5 4.72 B C
7 28.00 5 4.72 C D
8 38.00 5 4.72 D

Nota: Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Existen diferencias significativas en cuanto a la mortalidad y se observa que a

medida que la concentracién es mas elevada existe mayor mortalidad. Para la
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comparacion se eliminé el tratamiento 3 correspondiente al agua del Rio Cutuchi ya
gue se busca determinar los efectos Unicamente del cromo sobre la especie de

estudio y el tratamiento antes mencionado posee otra composicion.

Los resultados obtenidos clasifican en 4 grupos siendo el grupo Ay B los de menor
concentracion y menor mortalidad con un rango de 2 a 16% de individuos muertos
y el grupo C y D los de mayor mortalidad con un rango de 16 a 38 % de individuos
muertos siendo el tratamiento 8 (1 mg/L) el que presenta la concentracién mas letal

para Daphnia magna, sin embargo, a las 24 h no se puede determinar DL50.

Mortalidad 48h

Tabla 13

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill) a las 48 horas.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 10754.29 6 1792.38 14.10 <0.0001
Tratamiento 10754.29 6 1792.38 14.10 <0.0001
Error 3560.00 28 127.14
Total 14314.29 34
Tabla 14

Prueba LSD Fisher a las 48 horas.

Tratamiento Medias n F.F Agrupaciones
1 4.00 5 5.04 A
2 6.00 5 5.04 A
4 16.00 5 5.04 A
6 18.00 5 5.04 A
5 18.00 5 5.04 A
7 44.00 5 5.04 B
8 54.00 5 5.04 B

Nota: Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Los datos observados a las 48 h de iniciado el ensayo muestra valores mas altos

con respecto a mortalidad en comparacion a los resultados obtenidos a las 24 horas.
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En este caso se clasifican en dos grupos siendo los tratamientos 1,2,4,5y 6 los
presentan menor mortalidad. EIl grupo B correspondiente a los tratamientos 7 y 8
presentaron una mortalidad del 44 al 54%. Por lo tanto, la concentracibn mas alta
(1 mg/L) sigue siendo la més letal.

Efectos subletales: movilidad y reproduccion

El analisis estadistico para la reproduccion se realiz6 comparando el nimero de
individuos a los 20 dias y la concentracion de cromo. Para el andlisis se eliminé el
tratamiento 7 que posee una concentracion de 0.8 mg/L ya que a esta concentracion
no se evidenciod reproduccion. Los datos fueron normalizados antes de realizar el

andlisis de varianza.

Tabla 15.
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill) a los 20 dias.
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2.52 6 0.42 3.49 0.0141
Tratamiento 2.52 6 0.42 3.49 0.0141
Error 2.62 22 0.12
Total 5.16 28
Tabla 16.

Prueba LSD Fisher para reproduccion a los 20 dias.

Tratamiento Medias n F.F  Agrupaciones
8 1.19 3 0.20 A
5 1.37 4 0.17 A
6 1.60 4 0.17 A B
2 1.94 5 0.15 B
1 1.94 5 0.15 B
4 1.99 4 0.17 B

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Los resultados muestran diferencias significativas entre tratamientos evidenciando
gue el tratamiento 8 correspondiente a la concentracion de 1 mg/L afectd en mayor
proporcion la reproduccion de la especie estudiada obteniendo Unicamente 3
neonatos en cambio las concentraciones mas bajas y el testigo mostraron un

promedio de 4 y 5 neonatos a los 20 dias.

En cuanto a la movilidad, no se realiz6 un andlisis de varianza ya que este efecto
subletal fue medido a las 6 horas y en todos los tratamientos menos el testigo se
evidencio letargo en las pulgas de agua, como se puede evidenciar en la siguiente
tabla.

Tabla 17.

Resultados de movilidad obtenidos a las 6 horas por tratamiento.

Tratamiento Concentracién Movilidad 6horas

1 0 0
2 0.03 0
3 0.038 -1
4 0.1 -1
5 0.2 -1
6 0.684 -1
7 0.8 -1
8 1 -1

4.2 Curvas concentracion-respuesta

Tabla 18.
Resultados del bioensayo con Daphnia magna obtenidos a las 6, 24 y 48 horas
(mg/L).

Compuesto 6horas 24 horas 48 horas natalidad
movilidad mortalidad mortalidad
CLso 1.59 0.92
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Cr(OH)SO4 CEso
NOAEL
LOAEL

CLas

CE2s

CLo

0.03
0.01
0.03

0.03

0.01
0.03
0.77

0.4

0.01
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Figura 7. Porcentaje de mortalidad a las 24,48,72 y 96 horas con respecto a la

concentracion.

La mortalidad se relaciona estrechamente con la concentracibn de cromo y el

namero de dias (Figura 7). Los valores mas altos se obtuvieron con el tratamiento

8 es decir, a una concentracién de 1 mg/L. En el testigo, se observaron valores bajos

de mortalidad lo que se presume se dio por diferentes factores ambientales

presentes en el laboratorio donde se realiz6 la experimentacion y por manejo de la

especie.



34

10y Concentracion vs # de neonatos

7
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# de nacimientos

0.68 1

Concentracion (mg/L)

Figura 8. Numero de nacimientos a los 20 dias en relacion a la concentracion.

Cabe mencionar que en todos los tratamientos se evidencié mortalidad y alteracion
de la movilidad, presentando los valores méas elevados a las 96 horas en todos los
tratamientos analizados. Los tratamientos 6, 7 y 8 que corresponden a las
concentraciones de 0.684, 0.8 y 1 mg/L respectivamente alcanzaron el 50% de
mortalidad a diferentes tiempos para Daphnia magna. Ademas, en los tratamientos
con concentraciones mas bajas 0.03, 0.1 y 0.2 mg/L no se observl porcentajes
elevados de mortalidad, sin embargo, los cambios en la movilidad fueron notorios
para todos los tratamientos a partir de los 45 minutos de comenzado el ensayo como

se puede observar en el Anexo 10.

De acuerdo con la Figura 8. Se evidenci6 mayor nimero de neonatos en los
tratamientos mas bajos menos el tratamiento 3 que corresponde al agua del Rio
Cutuchi ya que como se mencion6 antes la composicién del agua altera esta
variable. Por lo tanto, a mayores concentraciones menor tasa de reproduccion. Las

concentraciones a las que la reproduccion se vio afectada en mayor cantidad fue el
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tratamiento 7 y 8 que corresponden a las concentraciones de 0.8 y 1 mg/L
respectivamente.

100 Mortalidad 24 horas

90
80
70

©
(T
2 60
8
s 50
€
g 40
<) 1, 38
=30 0.03; 4
0.8; 28
20 0.1; 4 0.2;6
10 072 0.684; 16
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracién (mg/L)

Figura 9. Curva concentracion-respuesta a las 24 horas en relacion a la mortalidad

Como se puede observar en la Figura 9 los valores de LOAEL, CL2sy CL1o coinciden

con lo antes mencionado en la tabla 18.

En la Figura 10 se observan los valores obtenidos para mortalidad a las 48 horas
en donde los valores establecidos para LOAEL, CLso, CL2sy CL1o estan de acuerdo
a los establecido previamente y la concentracion mayor (1 mg/L) presenta mayor
porcentaje de mortalidad. El valor de NOAEL tanto para las 24 como para las 48
horas fue determinado en base a los ensayos preliminares realizados en donde a

una concentracion de 0.01 mg/L no se observaron efectos subletales (movilidad) ni
efectos letales (mortalidad).
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Mortalidad 48 horas
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Figura 10. Curva concentracidn-respuesta a las 48 horas con relacion a la
mortalidad.

5. CAPITULO V. DISCUSION

La mayoria de los estudios y referencias encontradas analizan los efectos del cromo
(VI) ya que el cromo (lll) es considerado menos toxico, por lo tanto, no existen

muchos estudios sobre los efectos de este compuesto en Daphnia magna

Los resultados obtenidos muestran efectos toxicolégicos de cromo (lll) sobre
Daphnia magna, siendo los més altos a 1 mg/L. En el estudio realizado por Biesinger
(2011) se determiné la CLso a una concentracion de 2 mg/L (cromo VI) en tres
semanas; Martinez (2006) de igual forma determiné una DLso maxima a las 48 horas
de 0.26 mg/L utilizando como contaminante de referencia cromo (VI), en cambio en
este estudio la CLso determinada a las 48 horas fue a una concentracién de 0.92
mg/L (cromo lll), por lo cual las pulgas de agua en este estudio mostraron mayor
sensibilidad, sin embargo, Molina (2010) sefala que el cromo(VI) es mucho mas
téxico que el cromo (I1).
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Los efectos encontrados por Silva (2003) del dicromato de potasio en Daphnia pulex
muestran una DLso a las 24 horas de 0.183 mg/L demostrando que los efectos del
cromo VI son mas toxicos a menores concentraciones en comparacion a los
resultados obtenidos con cromo (lll). Para el mismo contaminante Martinez-
Jerénimo (2008) determind los efectos sobre Daphnia exilis obteniendo una DLso a

las 48 horas de 0.080 mg/L y un coeficiente de variacion del 19.72%.

Un estudio realizado por Costa (2016) evaluo los efectos del dicromato de potasio
sobre Daphnia magna donde a concentraciones de 1 mg/L (cromo VI) la
reproduccion se vio afectada, produciendo unicamente un promedio de 9 neonatos
a los 21 dias, lo cual difiere con los resultados obtenidos en este estudio que a 1
mg/L (cromo Ill) el promedio de neonatos fue de 3 a los 20 dias, esto podria deberse
a que la especie es muy sensible a los factores ambientales (Kungolos, s.f.). De
acuerdo con Gorbi (1993) la exposicidon de Daphnia magna frente a cromo (VI)
afecta la reproduccion ya que a mayores concentraciones existe menos produccion
de ATP pero més cantidad de carbohidratos, lo que afecta directamente a la
reproduccion. Estos efectos se observan cuando el contaminante se encuentra
presente en el agua, ya que los efectos no son los mismos si el alimento se
encuentra expuesto a cromo (VI) ya que, al ser asimilado por las algas, el cromo
(VI) se reduce intracelularmente y se transforma en cromo (lll) el mismo que es

asimilado en las vacuolas y no produce un efecto directo sobre las daphnias.

De Coen (1997) en su estudio con dicromato de potasio y el efecto en 5 enzimas
digestivas de Daphnia magna mencionan que a concentraciones subletales (180,
100, 56 y 32 ug/L) existe un aumento de dos enzimas: - galactosidasa y la tripsina
lo cual se debe a una reaccion inducida por el contaminante en donde esta enzima
incrementa como respuesta a la absorcion de alimento, la cual fue alterada y las

daphnia sufrieron estrés toxico y finalmente mueren.
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Como se muestra en el Anexo 1, la mortalidad en el tratamiento 3 correspondiente
al agua del Rio Cutuchi, presentd valores mas elevados que en la concentracion
maxima utilizada para la experimentacion (1 mg/L cromo lll), esto puede deberse a
que en el agua del rio a mas del Cr se encontraron metales (Anexo 12) como: Pb,
Sr, Zn, Mn, Cd, y Ba a concentraciones de 0.180, 0.501, 0.105, 0.080, 0.004 y 0.292
mg/L respectivamente, que pese a ser bajas, su efecto combinado pudo haber

afectado en mayor intensidad a las pulgas de agua.

Los efectos sobre Daphnia magna frente a varios metales pesados ha sido
estudiada durante mucho tiempo. Es asi que, Yim (2006) determinaron la DLso
utilizando cuatro metales pesados ( Cd,Cu,Pb, Zn) en donde se obtuvieron los
siguientes resultados: Cd ( 0.003 mg/L), Cu ( 0.004 mg/L), Pb ( 0.095 mg/L) y Zn
(0.3 mg/L). De igual manera Cui (2018) analiz6 los efectos del Cd y Pb en Daphnia
magna Yy Daphnia galeta determinando que no existen diferencias significativas
entre ambas especies. La DLso determinada a las 48 horas fue de 0.11 mg/L para
Cdy 0.47 mg/L para Pb.

Kim (2018) menciona también que los metales inactivos redox como el Pb y el Cd
inducen al estrés oxidativo de Daphnia magna indirectamente debido al agotamiento
de glutation (GSH), inhibicién de la transferencia de electrones y la inactivacion de
enzimas antioxidantes, sin embargo, cuando las especies reactivas de oxigeno
(ROS) disminuyen son consecuencia de una respuesta antioxidante de la especie
frente a la exposicion de metales pesados, lo cual significa un debilitamiento del
metabolismo. Asi mismo, Patra (2011) explican que las respuestas antioxidantes
son mecanismos secundarios y que estos ocurren luego de los cambios en la
composicién de los acidos grasos o también se lo puede llamar el dafio oxidativo

intrinseco a la célula inducido por la exposicién a metales pesados.

En cuanto a la movilidad de Daphnia magna en este estudio se evidencio alteracion

en la velocidad natatoria, obteniendo resultados de letargo para todos los individuos
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y en todos los tratamientos menos el testigo, lo cual concuerda con Morgana (2018)
quienes evaluaron los efectos del dicromato de potasio en Artemia franciscana a las
6h y se determind una ECso de 41.46 mg/L, por lo que se puede establecer que
Daphnia magna es una especie mucho mas sensible. Nufiez (2005) determinaron
la CEsoa las 24 y 48 horas en 0.4045 y 0.1857 mg/L de cromo VI respectivamente,
lo cual contrasta con los resultados obtenidos en este estudio donde las
concentraciones a estos tiempos fueron de 0.03 (24 horas) y 0.1 (48 horas), por lo
que en este caso el cromo (Ill) resulté ser mas toxico para Daphnia magna que el
cromo (VI). Como menciona Begum (2006) la alteracion de la velocidad de nado de
esta especie no se ha aclarado completamente pero se ha planteado la hipotesis
que el estrés oxidativo inducido por ciertas sustancias puede ocasionar reduccion
de la velocidad de nado ya que esto se ha demostrado en otras especies animales
como los peces (Jin, 2015) y puede ser también responsable de este efecto en el

comportamiento de los crustaceos.

Los analisis de los parametros fisicoquimicos realizados de las muestras de agua
indicaron diferentes valores para cada punto de muestreo, es asi que el punto 2
presentd el valor mas alto en cuanto a la conductividad. Esto se debe a la alta
presencia de MO y solidos disueltos en la zona, ya que este punto correspondia a
la zona urbana de la ciudad de Latacunga. Para el % de OD en el punto 3 este valor
pudo darse debido al choque del agua con las rocas lo que produjo mas

oxigenacion.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones
Daphnia magna presenta efectos toxicologicos en relacion a la concentracion de
cromo utilizado durante la experimentacion, a mayor concentracion los efectos son

mayores y se presentan en un menor tiempo.

En cuanto a los efectos letales el porcentaje de mortalidad es elevado en los
tratamientos con concentraciones mas altas, siendo el tratamiento 8 (1 mg/L) el mas
letal para Daphnia magna pues presenté una mortalidad de hasta el 54% a las 48
horas. En comparacion con el testigo que presenté un maximo del 4% de mortalidad
a las 48 horas. La mortalidad observada en el tratamiento 3 correspondiente al agua

del Rio Cutuchi se pudo dar debido a la presencia de diferentes metales.

La reproduccion de Daphnia magna fue inhibida notoriamente a una concentracion
de 0.8 mg/L que corresponde al tratamiento 7y a 1 mg/L, Unicamente se observaron

3 neonatos a los 20 dias y un porcentaje de supervivencia del 6%.

La movilidad de las pulgas de agua fue alterada en todos los tratamientos a las 6
horas de comenzado el ensayo y se evidencid letargo en casi todos los individuos

menos en el tratamiento 1 que fue el testigo.

Las curvas de concentracion-respuesta nos muestran correlaciones positivas ya
gue a medida que aumenta la concentracion de cromo el porcentaje de mortalidad
es mas alto. Se pudo determinar la CLso a las 24 y 48 horas con un valor de 1.59 y
0.92 mg/L respectivamente, CL2s a las 24 horas con un valor de 0.77 mg/L y a las
48 horas con un valor de 0.71 mg/L. La CL1o a las 24 y 48 horas se determino un
valor de 0.4 y 0.06 mg/L respectivamente.
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La CEso y CE2s se determiné para movilidad (6 horas) y natalidad (20 dias) con una

concentracion de 0.03 y 0.1 mg/L respectivamente, para ambos casos.

6.2 Recomendaciones

Para desarrollar de mejor manera estudios futuros utilizando Daphnia magna como
especie de estudio, se recomienda analizar otros efectos fisiologicos que podrian
darse para tener una vision mas amplia de como este compuesto quimico afecta a

las pulgas de agua.

Pese a que se realizaron varias pruebas preliminares para lograr establecer las
concentraciones para la experimentacion, se recomienda realizar varias pruebas
con diferentes concentraciones ya que al ser una especie sensible a varios factores
especialmente ambientales los resultados pueden variar de acuerdo a las

condiciones a las que se encuentre.

Se recomienda realizar la experimentacion en un lugar que no tenga influencia de
otros compuestos 0 contaminantes en el aire, ya que estos pueden adherirse
facilmente a la superficie de agua donde se encuentran las pulgas de agua y la
experimentacion se veria afectada por estos factores y ya no Unicamente por el

contaminante a analizar, en este caso el cromo.

Alimentar las pulgas de agua con otra especie de alga o con otro alimento y analizar
si esto tiene un efecto también en la reproduccion y supervivencia de los individuos

durante la fase de experimentacion.

Realizar méas ensayos utilizando Cr (Ill) o algan compuesto que contenga Cr (lll) ya
gue los estudios del efecto de este contaminante sobre Daphnia magna son pocos
y es necesario poder comparar resultados para determinar si la experimentacion se
esta realizando de manera correcta o poder identificar por qué existen resultados

diferentes.
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Anexo 1. Tabla de resumen de las concentraciones de cromo y el porcentaje de

mortalidad a los cuatro tiempos.

Tratamiento | Repeticion | Concentracion | mortalidad | mortalidad | mortalidad | mortalidad
24h 48h 72h 96h
1 1 0 0 0 0 0
1 2 0 0 0 10 10
1 3 0 10 10 10 10
1 4 0 0 10 10 10
1 5 0 0 0 0 0
2 1 0.03 0 0 0 0
2 2 0.03 0 0 10 10
2 3 0.03 0 0 10 10
2 4 0.03 10 20 30 40
2 5 0.03 10 10 10 50
3 1 0.038 0 10 10 40
3 2 0.038 0 20 20 20
3 3 0.038 0 0 0 10
3 4 0.038 20 0 0 30
3 5 0.038 10 0 50 80
4 1 0.1 10 10 10 20
4 2 0.1 0 20 30 30
4 3 0.1 0 0 30 30
4 4 0.1 0 40 80 90
4 5 0.1 10 10 30 30
5 1 0.2 0 10 30 40
5 2 0.2 10 10 40 50
5 3 0.2 10 20 40 40
5 4 0.2 0 20 20 50
5 5 0.2 10 30 10 30
6 1 0.684 30 30 40 40
6 2 0.684 10 20 10 20
6 3 0.684 20 20 50 60
6 4 0.684 20 20 70 70
6 5 0.684 0 0 30 50
7 1 0.8 10 30 40 40
7 2 0.8 20 40 50 60
7 3 0.8 40 60 100 100
7 4 0.8 60 60 90 100




7 5 0.8 10 30 30 50
8 1 1 30 50 60 60
8 2 1 30 40 80 90
8 3 1 50 50 60 80
8 4 1 40 70 100 100
8 5 1 40 60 70 80

Anexo 2. Tabla de resumen de los resultados obtenidos de

Daphnia magna y supervivencia a los 20 dias de comenzado el ensayo.
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Anexo 3. Porcentaje de mortalidad observado a las 24 horas.
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Anexo 4. Porcentaje de mortalidad observado a las 48 horas.
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Anexo 5. Porcentaje de mortalidad observado a las 72 horas.
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Anexo 6. Porcentaje de mortalidad observado a las 96 horas.
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Anexo 7. Daphnia magna observada en laboratorio

Anexo 8. Preparaciéon de soluciones de cromo.




Anexo 9. Tratamientos y repeticiones en el primer dia de ensayo.
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Anexo 10. Tabla de resumen de los resultados obtenidos de movilidad en todos los

tiempos
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Anexo 11. Resultados del andlisis de laboratorio de la muestra de agua residual de

curtiembre.
ANALISIS m%&ﬁ@m%g AFINES
Orden de trabajo N° 191050
Hoja 1 de 1
NOMBRE DEL CLIENTE: Daniela Jacome
DIRECCION: Av. 6 de Diciembre y Rio Coca
MUESTRA: Agua curtiembre
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Liquido color verde azulado
FECHA DE RECEPCION: 13 de febrero del 2019
FECHA DE TOMA DE MUESTRA: —
LOCALIZACION: Salcedo
ENVASE: Frasco de vidrio
TOMA DE MUESTRA: Por cliente
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 13 - 18 de febrero del 2019
FECHA DE EMISION DEL INFORME: 18 de febrero del 2019
CONDICIONES AMBIENTALES: 24.8°C 52%HR
PARAMETRO RESULTADO UNIDAD METODO
Cromo 3416.25 mg APHA 3112 B Modificado
C‘@gﬁ»&k‘ Mu.u-cr

El presente informe solo es vélido para la muestra analizada.

Dra. Cecilia L

LAETRI AR

Este informe no debe reproducirse més que en su totalidad previa autorizacion escritade LSBAEARIMENTOS, AGUAS Y ASINE =
Las opiniones e interpretaciones no se encuentran dentro del alcance de acreditacion del SAE.



Anexo 12. Resultados del analisis de laboratorio de las muestras de agua del Rio
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