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RESUMEN

Los cuerpos de agua dulce, por muchos afos han sido los receptores directos o
indirectos de aguas residuales creadas por las actividades realizadas por el
hombre. En el Ecuador, la actividad minera ha incrementado considerablemente
los dltimos afios, en la cual se utiliza el cianuro en el proceso de lixiviacion del
oro. El cianuro es un compuesto riesgoso de tratar si no es con cautela y
adecuadamente, si el proceso de extraccién es defectuoso las consecuencias se
ven reflejadas en el medio ambiente, por ello, el objetivo de este estudio fue

evaluar el efecto toxicologico del cianuro en Daphnia magna.

Para este ensayo se utilizé agua sintética (NaCN) con la concentracion de: T1
(0.1 mg/L), T2 (0.01 mg/L), T3 (0.005 mg/L) y agua de mina que contenia cianuro
y métales pesados (lixiviacion) con las concentraciones de: T4 (0.1 mg/L), T5
(0.01 mg/L), T6 (0.005 mg/L) y el T7 (testigo, agua reposada). Las
concentraciones de los tratamientos 1,2,4y 5 se tomaron en base a lo establecido
en TULSMA y sus normas ambientales con vigencia, Libro VI, Anexo 1; y para
los tratamientos 3 y 6 se tomaron en base a resultados obtenidos en ensayos
preliminares. Se realizaron 5 repeticiones por cada tratamiento y 10 réplicas por
cada repeticion en vasos de precipitacion de 50 ml, para los cuales se analizaron
efectos letales (mortalidad) y subletales (movilidad a las 3 horas y reproduccion

a los 20 dias).

En los ensayos toxicologicos frente a cianuro de sodio los resultados obtenidos
en cuanto a mortalidad y reproduccion presento efectos negativos en el
tratamiento 1 y 4 (0.1 mg/L) ya que todos los individuos murieron antes de las 24
horas, en cuanto a la movilidad en los 6 tratamiento las pulgas de agua tuvieron
letargo excepto en el testigo. De esta manera se evidencié que a mayor
concentracion y mayor tiempo de exposicién de cianuro de sodio son mayores

los efectos negativos que causa en Daphnia magna.

Palabras claves: toxicidad, Daphnia magna y cianuro de sodio.



ABSTRACT

For many years, freshwater bodies have been the direct or indirect recipients of
wastewater created by man-made activities. In Ecuador, mining activity has
increased considerably in recent years, in which cyanide is used in the gold
leaching process. The fact of the high toxicity of this metal makes it a risky
compound to treat if it is not with caution and adequately, if the extraction process
is defective the consequences are reflected in the environment, for this reason,
the purpose of this investigation was to evaluate the toxicological consequences

of cyanide in Daphnia Magna.

For this test, synthetic water (NaCN) was used with the concentration of: T1 (0.1
mg /L), T2 (0.01 mg /L), T3 (0.005 mg / L), and mine water containing cyanide
and heavy metal remains (leaching) in concentrations of: T4 (0.1 mg /L), T5(0.01
mg / L), T6 (0.005 mg / L) and T7 (control, water still). The concentrations of
treatments 1, 2, 4 and 5 were taken based on the provisions of TULSMA and its
current environmental regulations, Book VI, Annex 1. For treatments 3 and 6,
previous studies and their results were considered. Five repetitions were
performed for each treatment and 10 replications for each repetition in 50 ml
beakers, for which lethal effects, that is to say, mortality, and other sublethal ones
such as mobile capacity after 3 hours and reproduction were analyzed after 2

days.

In toxicological tests against sodium cyanide, the results obtained on aspects of
mortality and reproduction reflected negative results in treatment 1 and 4 (0.1 mg
/ L) since all individuals died before 24 hours. In terms of mobility in the 6
treatment, except in the witness, the water fleas had lethargy. In this way, it was
shown that the greater the concentration and the longer the exposure time of

sodium cyanide, the greater the negative effects it causes in Daphnia Magna.

Keywords: toxicity, Daphnia magna and sodium cyanide.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

Los cuerpos de agua dulce receptan, directa o indirectamente, desechos liquidos
creados por las actividades realizadas por el hombre. Al comienzo, estas aguas
podian manejar las sustancias contaminantes vertidas, pero con el crecimiento
poblacional y los asentamientos urbanos se noté considerablemente el aumento de
los vertidos. Como consecuencia de esto, las corrientes perdieron la competencia
de auto depuracién, lo que provocé la alteracion en la calidad del agua (Argota,

Gonzalez, Argota, & lannacone, 2012)

Desde los inicios de los estudios de contaminacion se han realizado monitoreo de
residuos toxicos en agua y en sedimentos, obviando la importancia de la
biodisponibilidad de estos y su posible efecto sobre la biota. Por esta razon, durante
las ultimas décadas se han estudiado especies capaces de retener metales pesados
como organismos bioindicadores de la calidad del ambiente, que pueden ser
utilizados para mapear la fraccion de contaminacion biodisponible en un ecosistema

(Argota, Gonzalez, Argota, & lannacone, 2012).

Segln Alvarez, Barrero, Gonzales, Gonzélez, & Sepulveda (2012), los metales
ingresan al ciclo hidrologico a través de dos vias principales: la de origen
geoquimico, a partir de minerales, que son arrastrados al agua por meteorizacion y
erosion; y de origen antropogénico. Cuando los metales entran en el agua son
capaces de fijarse en los sedimentos casi de inmediato, esto afecta a los
ecosistemas acuaticos porque estos metales pasan a ser almacenados por los

suelos.

Al ser contaminadas las aguas los organismos que viven dentro de ellas se ven
afectados, estas afecciones dependen del tipo de habitat y la alimentacion. Las que

sobreviven por alimentos filtrados y los organismos plancténicos son los mas



afectados a estos metales diluidos, que estan asociados a particulas. Ademas, Spiro
& Stigliani (2006) plantean que: “Los sedimentivoros y la meiofauna por otra parte,
captan los metales al ingerir particulas sedimentarias y las aguas asociadas a los
poros del sedimento, asi como los metales presentes en las bacterias que viven

asociadas al sedimento.”

1.2 Alcance

El presente estudio trabajo en condiciones de laboratorio, en donde se realiz6 la
crianza de pulgas de agua, se prepar6 agua sintética y se realiz6 diluciones de agua
de mina en base a revision bibliografica para la determinacion de las diferentes
concentraciones de cianuro. Se hicieron pruebas para medir los cambios en la
poblacién de pulgas de agua a causa del cianuro. Ademas, se analizaron los
resultados obtenidos para definir la curva concentracion-respuesta del cianuro en

Daphnia magna.

1.3 Justificacion:

Las actividades industriales antropicas es una de las causas de la contaminacion
acuatica, uno de los problemas ambientales mas urgentes hoy en dia. Los metales
pesados que estas actividades implican son los elementos de mas riesgo dado que
su capacidad toxica, persistencia y posible bioacumulacion tiene consecuencias
serias en los distintos organismos de los ecosistemas, lo que llega a perturbar la

dinamica entre especies y su control poblacional (Posada & Arroyave, 2006).

En Sudamérica existen proyectos mineros a gran escala que se los ha dominado
como “Mega-Mineria” esta actividad conlleva muchos problemas ambientales ya
gue la mayoria de estos son a cielo abierto, en el proceso para obtener el mineral
se utilizan quimicos como cianuro y acido sulfarico; lo que provoca la formacion de
aguas residuales acidas con altos contenidos de metales pesados, otra

complicacion es que los tratamientos de estas aguas son ineficientes ya sea por el



alto costo o por desconocimiento, en el peor de los casos no hay tratamiento previo
a la descarga (Donadio, 2009). Aunque gran parte de la economia del Ecuador
depende de la industria minera, lamentablemente la extraccion de minerales
produce grandes cantidades de metales pesados y otros contaminantes que pueden
ser liberados al ambiente cuando no se realiza un control adecuado por parte de la

empresa minera (Oviedo, Méina, Naranjo, & Barcos, 2017).

La toxicologia ambiental permite analizar los efectos de los contaminantes
evaluando la naturaleza de estos y las dosis que afectan, ya sea de manera toxica
0 nociva, a los diferentes niveles estructurales de los seres vivos (Diaz-Baez, 2004).
La evaluacion de la toxicidad de metales pesados en diversos organismos es de
gran importancia puesto que es una herramienta que define y describe las
alteraciones fisicas que experimenta dichos organismos ante un contaminante
especifico o combinado. La toxicidad o teratdgeno de los contaminantes genera
alteracion en la morfogénesis temprana, lo cual influye en la aparicion de
malformaciones en estadios tardios del desarrollo o incluso después de su eclosion.
Algunos de estos problemas van a repercutir durante la etapa de alevin con saco
vitelino causando mortalidades variables en los organismos (Sabath & Robles
Osorio, 2012).

Daphnia magna, es un microcrustaceo que ha sido ampliamente utilizado como
organismo de prueba en estudios de toxicidad aguda y cronica de una serie de
compuestos quimicos disponibles en los ecosistemas acuaticos. Esta especie es la
mas usada en el mundo en pruebas toxicologicas debido a su sensibilidad a los
agentes téxicos. Este microcrustaceo tiene un ciclo de vida corto con alto nimero
de crias y se reproduce por partenogénesis, tiene amplia distribucion geogréfica,
importancia en la comunidad zooplanctonica y facilidad de cultivo en laboratorio por
su facil adaptabilidad a condiciones distintas de temperatura y habitat, estas
caracteristicas hacen a este grupo de organismos ideal para pruebas de toxicidad

aguda y cronica (United States Environmental Protection Agency, EPA, 2012).



El cianuro al momento de utilizarse en la recuperacion de metales preciosos, forma
una solucién cargada (Solucion de Barren) esta contiene cianuro acomplejado con
metales como oro, plata, fierro (l11), cobre (ll), niquel y zinc. Una de las propiedades
guimicas del cianuro es la capacidad de combinacion con metales: Fe, Ag, Au, Ni,
Zn, Cd, Hg, etc. La sustancia se descompone al entrar en contacto con el agua ya
gue produce cianuro de hidrégeno, este es un gas muy téxico. La solucién en agua
es una base fuerte, que reacciona violentamente con &cidos y esto lo vuelve muy
toxico para la vida acuética ya que es fisicamente imposible evitar su ingreso a los

cuerpos de agua dulce (Guerrero, 2015).

En el Ecuador la mineria ha contaminado grandes volimenes del recurso agua
debido a que no existe un tratamiento previo de relave solidos y efluentes liquidos
contaminados con cianuro, metales pesados entre otros. Estos afectan a la flora y
la fauna, ademas de alterar las condiciones de los suelos y aguas, transfiriendo a la
contaminacion hasta llegar al ser humano. En la contaminacion por cianuro se
calcula que 600 toneladas al afio de estas substancias se envian al ambiente, es
evidente constatar que rios como el Calera y el Amarillo, en Zaruma y Portovelo
respectivamente han sufrido una fuerte alteracion por los efluentes generados por

minerias (De la Torre & Diaz, 2000).
1.4 Objetivo General

Evaluar el efecto toxicologico del cianuro en Daphnia magna.

1.5 Objetivos especificos

e Comparar los efectos letales y subletales en la poblacion de Daphnia magna
en relacion a la concentracion del cianuro.
e Definir la curva concentracion-respuesta de cianuro en poblaciones de

Daphnia magna.



2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Ecosistemas Ldticos

Los ecosistemas Iéticos o fluviales son aquellos que fluyen a lo largo de un cauce y
gue mantienen un movimiento definido, continlo e irreversible en una misma
direccion; estos corresponden a quebradas, rios y riachuelos, en los cuales habitan
diferentes comunidades biolégicas de suma importancia (Vidal & Gutiérrez, 2005).
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Figura 1. Funcién ecolégica de los rios
Tomado de (Ebert, 2005)
2.2 Contaminacion

La contaminacion consiste en la introduccion de sustancias o materiales inseguros,

0 toxicos, y elementos impropios del medio ambiente, esta introduccién se



caracteriza por ser perjudicial para el ser humano, la flora, fauna y otros organismos
(Bermudez, 2010).

La contaminacién de los ecosistemas Iéticos son producto del uso excesivo de
plaguicidas y fertilizantes en las zonas cercanas a estos ecosistemas, a esto se
suma el mal manejo de aguas residuales, desechos téxicos, que provienen de las
industrias principalmente, y desechos soélidos (Rivas, 2009). En consecuencia, se
ocasionan 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).
2.3 Mineria

La mineria implica la extraccion o explotacion de los minerales acumulados en los
yacimientos y es percibida como una actividad esencial para el crecimiento de las
industrias actuales dado que provee materiales metalicos y no metalicos; ademas,
es un aspecto fundamental en el comercio internacional, y se emplea en el
transporte, telecomunicacion, construccién, y la creacion de energia, etc., asimismo,
es considerada como una actividad econdmica extractiva no renovable (Vivas Alban
, 2011).

La “hidrometalurgia” es un tipo de técnica que se utiliza en el procesado de
minerales a través de cianuracién en la recuperacion de oro (Zambrano, 2018). Para
la lixiviacion se utiliza cominmente cianuro de sodio o NaCN, un compuesto toxico,
lo que significa un riesgo de contaminacién tanto en aguas subterraneas como en
rios y lagos; a su vez, esto significa el dafio de la flora y fauna acuatica, asi como

también de los seres humanos que entren en contacto (Zambrano, 2018).

Para procesar metales efectivamente, la mineria debe utilizar productos quimicos

como el mercurio, cianuro, acidos, etc., y esto llega a alterar el ciclo hidroldgico que,



a su vez, perjudica los ecosistemas fluviales y terrestres; es importante mencionar
también que cuando el agua esta contaminada los organismos que sobreviven de
ella suelen bioacumular los productos quimicos, lo que produce defectos en la salud
de los mismos (Bojorge Garcia & Cantoral Uriza, 2016).

En la actividad minera aurifera de la provincia de El Oro se utiliza amalgamacion
con mercurio y la ya descrita lixiviacion con el objetivo de extraer oro. Cuando la
amalgamacion por mercurio no funciona por completo se recurre a métodos
electroquimicos en piscinas cianuradas que disuelven el oro que a su vez forma un
complejo con cianuro, luego, este se precipita en zinc granulado que posteriormente
se separa por métodos metalurgicos (Lopez Bravo, Santos Luna, Quezada Abad,
Segura Osorio, & Pérez Rodriguez, 2016).

Segun Vivas (2011), Sudamérica es un territorio importante en la actividad minera
porque provee minerales como el oro, plata, cobre, molibdeno, aluminio (minerales
metalicos), y otros compuestos indispensables como el petréleo o carbon (minerales
no metalicos. Si bien todos estos son productos indispensables para las nuevas
industrias, la EPA o también llamada Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos considera que esta actividad es una amenaza considerable para los
ecosistemas, asi como la industria que mas genera contaminacion toxica en el pais;
de igual manera, sefala que es la causa del 40% de contaminacién de fuentes
hidricas y plantea que el costo de saneamiento de minas abandonadas es de mas
de 32.000 millones de dolares en al menos 32 estados (Bojorge Garcia & Cantoral
Uriza , 2016)

Por el contrario, el Ecuador ve a la actividad minera como una oportunidad para
atraer capitales para su desarrollo econémico y el gobierno suele apoyar e incentivar
la industria. La mineria es indispensable para el pais y consiste en un sector
estratégico, puesto que en el territorio hay presencia de grandes reservas (Banco
Central del Ecuador, 2019). Sin embargo, los resultados de la actividad tienen
relacion con los sefialados por la EPA dado que existe impacto ambiental, y si se

trata de mineria este dafio suele ser significativo (Lavenu, 1995). De acuerdo con el



Ministerio de Mineria del Ecuador, las reservas mineras que representan un mayor
impacto estan en El Oro, Azuay y Zamora Chinchipe, y reafirma la importancia de
gue toda actividad minera en estos sectores deberd ser tratada de manera
sustentable, con principios de prevencién y eficiencia (Bermudez, 2010).

2.4 Mineria de Oro

El oro es uno de los metales preciosos mas comunes, es pesado, amarillo y blando.
De toda la produccién mundial aproximadamente un 75% se utiliza en joyas, un 15%
se destina a la industria electronica, y el 10% final se emplea en medicina,
odontologia y reservas econémicas (Banco Central del Ecuador, 2019).

Para obtener este mineral se usa el ya mencionado cianuro sédico (NaCN), que se
emplea también en la extraccion de minerales no tratables por trituracion (Logsdon
Hagelsten & Mudder 2001). Se estima que en el 2016 se produjo 1.4 millones de
toneladas de cianuro en todo el mundo: el 20% fue utilizado en mineria, del cual el

10% fue empleado en Ecuador (Comision Chilena del Cobre, 2016).

Para procesar la extraccion del oro se utiliza cominmente la lixiviacion, que consiste
en la extraccion de oro por medio de soluciones diluidas de cianuro (Logsdon, 2001).
A continuacion, se explica de manera clara el proceso que sigue la extraccion de
oro:
e Laexploracion

Se trata de determinar areas para la extraccion y consiste en la recoleccién de
muestras de materia pétrea para asi reconocer los minerales presentes en la zona,
en otras palabras, consiste en el andlisis de rocas en la zona en la que se desea
explotar. La perforacion sucede solo en el caso en el que la exploracién tenga
resultado positivo, se perfora a profundidades diferentes dado que asi es posible
adquirir datos precisos del mineral. Ademas, es importante prever la zona y los
lugares del depdésito del material excedente que el proceso no necesita por tener

escasas particulas de oro (Espin, 2016).



e El minado
Implica la colocacion de explosivos en las perforaciones, de esta manera el
yacimiento se fragmenta y prepara para la carga y traslado del material
mineralizado, transportado en camiones al lugar de explotacion. Después, el
producto es llevado a "pilas de lixiviacion" acondicionadas llamadas PAD (Ortiz,
2012). Actualmente, la maquinaria de carga del material extraido se ubica mediante
satélite y esto beneficia el control de los trabajos (Rosner, 2016).

e Lalixiviacion
El proceso continla una vez que sucede la descarga en las pilas. A continuacion,
todo es lavado con un quimico que tiene base de cianuro, lo que da como resultado
una sustancia que contiene oro. Este producto se recoge y direccione a través de
tubos hacia pozos especializados. Uno de los valores mas comunes para la solucion
es 50 ppm, o 50g de cianuro en cada metro cubico de agua. Es necesario mencionar
gue esta agua es reutilizada en un circuito cerrado, ahi es respuesta la medida del
cianuro.
En este punto el producto con oro pasa a ser parte de una técnica llamada "Merrill
Crowe" (Palomino, 2016), esto consiste en que la sustancia debe limpiarse y filtrase
para que a continuacion el oxigeno se elimine. Después, a la mezcla debe
agregarse zinc en polvo para la solidificacion. Finalmente, el producto se hornea a
secado a 650°C para luego ingresar a un horno eléctrico en 1200°C que da como
resultado lo comunmente llamado doré (Salas, 2015).

e El restablecimiento y el cierre

Para este paso es necesario que se reestablezcan las zonas a su estado inicial para
después cerrar el yacimiento. Para el cierre se necesita tomar en cuenta la flora y
los lechos del agua dado que el sector en donde sucedid la extraccion y sus
alrededores deben restaurarse (Vargas, 2017).

Otro aspecto que implica esta fase es la regeneracion vegetal para la cual el PAD
debe cubrirse con tierra fértil. Generalmente, esta tierra se retira de la zona antes

de todo el proceso y se recoloca al finalizar (Ortiz,2015).
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2 illones o el EL PROCESO
DEL ORO DE
PRINCIPIO A FIN

Figura 2. Proceso de mina de oro de principio a fin
Tomado de (Rueda, 2014)

2.4.1 Cianuro en mineria aurifera

El NaCN es el compuesto utilizado para el proceso de lixiviacion desde finales del
siglo XIX'y comienzos del siglo XX y tuvo su inicio con la patente de J.Ms MacArthur,
y W. Forresty R. Forrest el 19 de octubre de 1887 en Reino Unido (Rojas Guerrero,
2013).

Hoy en dia, la produccion global de cianuro destina el 20% para la creacion de
NaCN, éste se caracteriza por su manejabilidad segura y generalmente facil. A partir
de este porcentaje de NaCN el 90%, o 18% del total, se emplea en la actividad
minera mundial para la extraccion de oro. Cuando hay friccion entre este compuesto
y el oro, la parte de cianuro del primero crea complejos estables, por ello es

indispensable para este tipo de mineria (Logsdon, Hagelstein, & Mudder, 2001)
2.4.1.1 Cianuracion

La ecuaciéon quimica de cianuracién es la siguiente:
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4Au+ 8NaCN + 0, + 2 H20 — 4Na (Au (CN),) + 4NaOH

(Ecuacion 1)

Es esencial que durante el proceso de cianuracion se prevenga la aparicion de acido
cianhidrico o HCN dado que el medio de la reaccién es alcalino, esto sucede al
afadir cal (1kg/t). El pH presente en la sustancia oscila entre 10 a 11.5 (Aguirre,
2013), esto indica el manejo cuidadoso del proceso porque de lo contrario el
resultado se generard HCN, compuesto téxico, cuya creacion implica también la
pérdida de reactivos. Después de la lixiviacion de oro, el NaCN queda en una
solucion de tratamiento en concentraciones de 50 ppm hasta 500ppm (Nava,
Rodriguez, Salas, & Perez, 2007)
e Preparacion del concentrado:
El método “tostado” del concentrado es un método utilizado de manera especifica
cuando el oro presente en la zona es refractario, es decir, no se encuentra libre.
Este “tostado” sucede a partir de los 600°C hasta 750°C. Asimismo, se puede
emplear este proceso para la liberaciéon de arsénico o antimonio para mejorar la
cianuracion (Zambrano, 2018).
e Cianuracion en pila:

Como bien lo indica su nombre, este proceso consiste en almacenar el producto de
extraccion en pilas, lo que resulta menos costoso pero efectivo cuando la zona
elegida es de porcentajes bajos. La cianuracion en pila es una técnica sencilla:
primero el material extraido es apilado, para que luego, a través de goteras, sea
regado con cianuro. De esta manera, la solucién esta en contacto con la pila hasta

llegar a un espacio impermeable (Rojas Guerrero, 2013).

2.5 Cianuro

Esta sustancia esta representada como CN- que se forma por la unién quimica entre
carbono, enlace y nitrdgeno, ademas tiene la capacidad de combinarse tanto con
compuestos organicos como inorganicos. Su existencia resulta riesgosa dado que

dafna el sistema respiratorio (Lermanda, 2009).
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Comunmente, el cianuro aparece como HCN, en forma de gas, en cristales como el
NaCN o en KCN (cianuro de potasio). Su olor suele ser descrito como el de
“almendras amargas” (Molina, 2012). Debido a sus propiedades, este compuesto es
comun en la industria quimica, de hecho, se estima que al menos el 80% del cianuro
creado a nivel mundial estd destinado a producir quimicos organicos (Méndez,
2008).

En metalurgia, es utilizado en la galvanizacion, limpiezas metalicas, y el rescate del
oro de los restos removidos, todo esto gracias a las sales del cianuro. Otro uso

habitual del compuesto sucede para la exterminacion de plagas (Hocker, 2006).

2.5.1 Cianuro en la naturaleza

En un contexto natural el cianuro aparece gracias a las excreciones y degradaciones
de cientos de organismos de la flora, fauna, hongos y bacterias. Es preciso
mencionar que el consumo de plantas cianogénicas, en las que interviene el mal
manejo de los niveles de cianuro, llega a ser letal y riesgosa para animales y seres
humanos (Rokade, 2017).

Por otro lado, el cianuro se encuentra en la naturaleza en escasas concentraciones,
concretamente esta presente en insectos como el milpiés y en algunas plantas
(bambu, frijol germinado, cereza, papa, aceituna, etc.) y tiene la funcion de

desalentar a los depredadores (Rojas Guerrero, 2013).

2.5.2 Toxicidad del cianuro

En paises como Canada, este compuesto es descargado en valores CN- Total entre
1-2 mg/l y CN- WAD de 0.1 0.5 mg/l; por otro lado, en EE. UU hay limites planteados
por la EPA, que permite de 0.2 mg/l de cianuro WAD y 1 mg/l de cianuro total. Por
nombrar un ejemplo en Sudamérica, Perlu acepta niveles de cianuro total del mg/l;
0.1 mg/l de cianuro libre y 0.2 mg/l de cianuro WAD, todo esto establecido en su

normativa legal (Linarte, 2006).

2.6 Normativa ecuatoriana
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En el Ecuador la normativa ambiental se rige por medio del Ministerio de Ambiente
(MAE), es asi que el Texto Unificado de Legislacién Secundaria del Ministerio de
Ambiente (TULSMA) contiene criterios para calidad del agua, aire y suelo, en sus
anexos, los mismos que fueron reformados por medio del Acuerdo Ministerial 097.
En el Anexo | se presentan varias tablas correspondientes a Calidad del Agua, se
sefialan los limites maximos permisibles para varios elementos y parametros, a

continuacion, una tabla resumen en que se sefialan los limites para el Cianuro.
Tabla 1.

Criterios de Calidad de agua permisibles en el Ecuador

Valores de limites permisibles de Cianuro en agua en el Ecuador

Criterio de | Parametro Expresado Limites Fuente
calidad como Maximo

Permisible
Consumo Cianuro(Total) | CN- 0,1 mg/l TULSMA,
Humano y Libro VI,
Domestico, Anexo 1,
requieren Tabla 1.

tratamiento

Convencional

Consumo Cianuro(Total) | CN- 0,01 mg/I TULSMA,
Humano y Libro VI,
Domestico Anexo 1,
gue requieren Tabla 2.

desinfeccion.

Limites de | Cianuro(Total) | CN- 0,1 mg/l TULSMA,
descarga a un Libro VI,
cuerpo Anexo 1,

de agua dulce Tabla 12.
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Criterios de | Cianuro(Libre) CN- 0,01 mg/l TULSMA,
Calidad Libro VI,
admisibles para Anexo 1,
la preservacion Tabla 3.

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

Tomado de TULSMA, Libro VI, Anexo 1.

2.7 Toxicidad

Se denomina toxico a toda sustancia o material capaz de ejercer dafio sobre algun
organismo vivo, por tanto, la toxicidad comprende esta capacidad (Bello & Lépez,
2009)

Debido a los efectos que produce, la toxicidad de cualquier elemento esta ligada a
categorias y a clasificacion dentro del interés de su regulacién. Las categorias
hacen referencia a calificaciones de las dosis toxicas o los niveles de exposicion
ante la sustancia. De esta manera, es posible plantear categorias como: sumamente
toxico, muy toxico, moderadamente téxico, entre otros; es comudn que las
expresiones mencionadas sean aplicadas cuando se trata una toxicidad aguda. Por
otra parte, la clasificacibn comprende el conjunto de sustancias divididas en tipos,
esto acorde a sus principales efectos toxicos; por ejemplo, sustancias alergénicas,

neurotoxicas, carcindgenas, etc. (Silbergeld, 2006).

2.7.1 Concentracion letal 50
Se puede definir como el contexto en el cual la concentracion afecta mortalmente al

50% de los organismos del ensayo (Castillo, 2004).
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2.7.2 Concentracioén efectiva 50
Esta concentracion se considera efectiva o de inhibicion media dado que afecta al

50% de los organismos de ensayo (Castillo, 2004).

2.7.3 Efectos letales

Los efectos son medidos a partir de las 24 o 48 horas y buscan cuantificar
concentraciones letales de ciertos compuestos sobre una especie en particular
(Silva, 2007).

2.7.4 Efectos subletales
Se evalian generalmente a largo plazo y se observan cambios morfologicos,
reproductivos y de sobrevivencia que ocurren por debajo de niveles causantes de

muerte (Valavanidis, 2015).
2.8 Bioindicador

Un bioindicador es un organismo o comunidad en los que su existencia,
caracteristica estructural, funciones y reacciones muestran las condiciones del
entorno en que vive. Los bioindicadores se caracterizan por reaccionar ante el
cambio del ambiente como si éste fuera un conjunto de estimulos especificos. Por
lo tanto, estas reacciones son causadas por estimulos absorbidos que arrojan datos
sobre los cambios ocurridos, como el nivel de intensidad del cambio ambiental
(Capé6 Marti, 2007)

2.9 Daphnia magna

Dentro de los microcustaceos de agua dulce, los claddceros especialmente las
diferentes especies de daphnias, son utilizados a escala mundial para el monitoreo
y control ambiental de sustancias toxicas, una de sus cualidades es su amplia
distribucion geografica, su gran importancia en la comunidad zooplanctoénica, y su
facil cultivo en condiciones de laboratorio, su reproduccion por partenogénesis, su

corto ciclo de vida, y su alta sensibilidad a toxicos, convierten a este grupo de
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organismos el ideal para pruebas toxicologicas (Diaz Baez, Bustos Lopez, &

Espinosa Ramirez, 2004)

Daphnia magna es un tipo de crustaceo que llega a medir 6 mm, los colores de la
especie suelen variar en relacién al oxigeno disuelto y la salinidad, por lo que se
presentan con coloraciones anaranjadas o pardas. El cuerpo est4d envuelto
parcialmente por un caparazon bivalvo (Ruppert y Barnes, 2001), que lleva dentro
de si el tronco, sin contar la cabeza, y termina en una espina apical. La cabeza esta
levemente dirigida hacia atrds y tiene un saliente ventral. Ademas, tiene diez
apéndices troncales divididos en pares y llamados pereiopodos 2,3,4,5, de estos
pares son capaces de filtracion unicamente el 3y el 4, por otro lado, los pares 1y 2
retiran el poso gracias a corrientes de agua que escapan entre ellos (Nieto y Mier,
2001).

El postabdomen, o punta del tronco, tiene la tarea de limpiar el caparazon con garras
y espinas pequefias (Martinez, Rodriguez, & Martinez, 2008). La vista de este
animal es posible gracias a sus 0jos compuestos y sésiles, poseen: “...4 células
retinianas por ocelo, poseyendo 22 omatidios entre los dos 0jos, los cuales estan
fusionados en un Unico ojo medio; este ojo puede rotar por medio de musculos
especiales. El ojo compuesto, en la mayoria de los clad6ceros, funciona orientando

al animal mientras nada” (Ruppert y Barnes, 2001).
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Figura 3. Morfologia de Daphnia magna
Tomada de (Cuellar, Macedo, & Carhuamanta, 2018)

La alimentacidn es suspensivora, es decir que filtra las microalgas del agua que son
recolectadas a través de una corriente para luego transferirse al surco alimentario
(Huertas & Arrieta, 2015). En cuanto a la excrecién, los 6rganos corresponden a
glandulas antenales. Este espécimen no depende tanto de su dieta como de la

absorcién activa para mantener el equilibrio en su organismo.

Para la regulacién ionica interna, el Daphnia tiene estrategias: “en primer lugar, la
tasa de flujo osmaético es minimizada mediante una hemolinfa diluida” (Waterman,
2004), después, ocurre la absorcion de cloruro por medio de cuticulas en los sacos
branquiales (Peters, 2006). Finalmente, las ya mencionadas glandulas antenales
proceden a desechar los productos nitrogenados en forma de amoniaco (Thorp &
Covich, 2002).
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Esta especie estd compuesta so6lo por hembras partenogenéticas que producen
huevos diploides. El desarrollo de dichos huevos es directo y al momento de
eclosionar los nuevos organismos dejan la cAmara de incubacion, el exoesqueleto
se deja caer y se produce la muda, de esta manera una nueva puesta aparece en
la incubadora (Martinez, Rodriguez, & Martinez, 2008)

Como sucede con muchas otras especies, el Daphnia es afectado por la
introduccion de cianuro en el agua. Esta interaccion puede dar como resultado CNH,
o cianuros simples o complejos, lo que depende de la interaccidén con metales en el
ambiente acuatico. Los cientificos creen que ciertos animales no son capaces de
bioacumulacién de cianuro, aln asi, este compuesto es capaz de ingresar en la
cadena trofica si entra en contacto con metales pesados, esto se evidencia a traves

de la presencia de compuestos metal-cianuro en peces (Sacher,2008).

3. CAPITULO Illl. METODOLOGIA

La presente investigacion es de tipo experimental, se realizdé bajo condiciones de
laboratorio, con la finalidad de medir los efectos toxicolégicos del cianuro sobre
poblaciones de Daphnia magna, para lo cual se utilizo cianuro de sodio (NaCN). La
metodologia aplicada es una adaptacion a la utilizada por (Nufiez & Hurtado, 2005)

en su estudio “Bioensayos de toxicidad aguda utilizando Daphnia magna Straus”.

Se trabajo con agua sintética y con agua recolectada del proceso de lixiviacion de

una empresa aurifera del cantén Zaruma.
3.1 Determinacion de la concentracién de Cianuro

3.1.1 Recoleccidén y analisis de las muestras de agua

3.1.1.2 Recoleccién

La recoleccion de la muestra (agua acida de mina) se realiz6 en la provincia de El

Oro, en el cantdbn Zaruma.
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La muestra de agua de mina fue tomada de acuerdo a las disposiciones
establecidas en la norma NTE INEN 2169 que corresponde al agua, calidad del
agua, muestreo manejo y conservacién de muestras. Para la recoleccién y pronto
analisis se debe utilizar un recipiente de vidrio color ambar; para la estabilizacién de
la muestra de agua se coloco Hidréxido de sodio para el analisis de Cianuro y Acido
nitrico para el analisis de metales pesados. Respecto a la preservacion de la
muestra se debe enfriar entre 1°Cy 5° C. El muestreo se lo realiz6 luego del proceso
de lixiviacion y se tomo 4 litros de agua.

3.1.1.3 Anélisis de laboratorio

El andlisis de la muestra fue realizado en el Laboratorio Ambiental de la Direccion
de Investigacion de la Universidad de Las Ameéricas, utilizando el Espectrofotometro
de Plasma de Acoplamiento Inductivo ICP-OES, para metales pesados; y en el
Laboratorio CENTROCESAL para determinar de la cantidad de cianuro presente en

la muestra recolectada.
3.1.1.4 Concentraciones para la experimentacion

Luego de analizada la muestra y realizadas las pruebas toxicologicas preliminares,
se determinaron las concentraciones definitivas. Guiandose en los limites maximos
permisibles del TULSMA (Libro VI, Anexo 1), tanto para consumo humano,
preservacion de la vida acuatica, descargas a cuerpos de agua dulce, se obtuvieron
4 concentraciones y las siguientes 2 concentraciones fueron obtenidas de los
ensayos preliminares en los que se observaron efectos adversos del NaCN sobre
Daphnia magna, de esta manera se fijaron las concentraciones para la

experimentacion y se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2.

Concentraciones de NaCN utilizadas en el ensayo.

Nivel Concentracion

mg/L
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Agua Sintética
1 0.1
0.01
3 0.005
Agua de Mina
4 0.1
0.01
6 0.005

Ya que se utilizé cianuro de sodio y se tomaron en cuenta los LMP del TULSMA
(Libro VI, Anexo 1) en el que se presenta en forma de cianuro, se realizaron
diferentes calculos para saber la cantidad exacta de NaCN a utilizar para obtener
las concentraciones de CN establecidas.

Los célculos se presentan a continuacion:

Preparacion de solucion madre

mg 49mg NaCN mg g

(Ecuacion 2)
Preparacion de concentraciones
Agua de mina

Concentracion 1

V1Cl=V2C2
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_ V2 C2
T C1

0.17Z (50ml)

V1 = = 10.98 ml de solucién
o.4553%
(Ecuacion 3)
Concentracion 2
V1iCl=V2C2
V1 = V2C2
(1
0.01757 (50mI)
V1= mg = 1.098ml de solucion
0'4553T
(Ecuacion 4)
Concentracion 3
V1iCl=V2C2
o Ve
1
0.005 59 ( 50mi)
V1l = mg = 0.549 ml de solucién
0'4553T

(Ecuacion 5)
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Agua Sintética

Concentracion 4

V1Cl=V2C2
_ V2 C2
T C1

0.17Z (50mi)

V1 = = 10.98 ml de solucion
0.4553¥
(Ecuacion 6)
Concentracion 5
V1Cl=V2C2
Ve
ToC1
0.01759 (50mI)
V1= mg = 1.098ml de solucion
0'4553T

(Ecuacion 7)
Concentracion 6
V1iCl=V2C2

1 V2 C2
o1
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0.005 59 ( 50mi)

V1=
0.4553%

= 0.549 ml de solucion

(Ecuacion 8)
3.2 Crecimiento de Daphnia magna en condiciones de laboratorio

Segun Ebert (2005), el crecimiento y reproduccion de Daphnia magna se da de
manera normal entre los 15y 31°C. Las daphnias seran sometidas a un fotoperiodo
12-12 (12 horas de luz con una intensidad luminosa de mas o menos 800 luxes y
12 horas de oscuridad) (Nufiez & Hurtado, 2005). En cuanto al alimento se utilizaran
algas del género Chlorella.

Los organismos (60) fueron comprado en una tienda para mascotas y
posteriormente aclimatados y mantenidos en el laboratorio de Toxicologia de la
Universidad de Las Américas, en vasos de vidrio de 1000 ml, con el objetivo de
aumentar la poblacion, ya que para la experimentacion fueron necesarias 350

pulgas de agua.

El mantenimiento de los cultivos requirié de varios cuidados, tales como la limpieza
de los recipientes con el fin de evitar la acumulacion de residuos procedentes de los
mismos organismos, y proporcionarle el alimento 2 veces por semana. Tomando el
ciclo de reproduccion de las pulgas de agua se tomo los neonatos de la misma edad

para que de esta manera los resultados sean mas veraces.

Para la limpieza de estos se utilizé agua destilada. El agua de los mismos fue
cambiada parcialmente (la mitad) semanalmente, con agua reposada y aclimatada

previamente.
3.3 Disefio experimental

3.3.1 Variables independientes



Tabla 3.

Variables independientes
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Factor Concentracion Tratamiento Repeticiones Réplicas
mg/L
Agua sintética

Cianuro de 0.1 T1
sodio (NaCN) 0.01 T2

0.005 T3 5 repeticiones 10 réplicas

Agua mina por por

Agua de 0.1 T4 tratamiento repeticion
mina 0.01 T5
0.005 T6
Testigo T7

3.3.2 Variables de respuesta

Letales

Mortalidad

# de individuos muertos en un tiempo (t)

Mo =

# de individuos al inicio del experimento

* 100

(Ecuacion 9)

Para evaluar la mortalidad de Daphnia magna, se realizaron observaciones a los

siguientes tiempos.
Tabla 4.

Tiempos determinados para observar mortalidad
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Nivel Tiempo
T1 5 min
T2 10 min
T3 15 min
T4 30 min
T5 60 min
T6 120 min
T7 180 min
T8 24 horas
T9 48 horas

Subletales
Movilidad

La movilidad se observo dentro de las primeras 24horas a los: 5min, 10min, 15min,
30min, 60min, 120min y 180min en cada uno de los tratamientos y en todas sus

repeticiones.

Tabla 5.

Valores establecidos para evaluar movilidad en Daphnia magna.

Indicador Valor

Lenta -1

Normal 0

Acelerada 1
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Reproduccion

La reproducciéon se midi6 a los 20 dias en los tratamientos en que hubo
supervivencia. El tiempo requerido por los neonatos de Daphnia magna para
reproducirse por primera vez es de 20 dias.

# de individuos muertos en un tiempo (t) 100
= *

 #de individuos al inicio del experimento

(Ecuacion 10)

3.4 Procesamiento y Analisis de datos

3.4.1 Curva concentracion/ respuesta

Para determinar las curvas concentracion-respuesta se tomaron en cuenta
porcentajes de mortalidad a partir de las 24 hasta las 48 horas, asimismo se
determinaron valores de: LOAEL, NOEAL, CL50, CES5O.

3.4.2 Analisis de varianza

En tratamientos que presentaron supervivencia, la medicion de la varianza se
realiz6 tanto para los resultados de mortalidad (24 y 48 horas) como para la
reproduccion (20 dias). Para esta medicion se empled InfoStat. A continuacion, los
resultados se sometieron a Shapiro-Wilks, una prueba de normalidad, para
determinar si era posible realizar pruebas paramétricas. Se comparé la medicion de
la toxicidad con un limite de confianza del 95% y con comparaciones de Tukey.
Finalmente, el testigo correspondié al desarrollo de la especie en agua potable
reposada 7 dias.
4. CAPITULO IV. ANALISIS DE RESULTADOS



Tabla 6.

Comparacion valores de resultados de analisis con la nhormativa ambiental.

Parametro Resultados Unidad Limites
analisis maximos
permisibles
CN 45,53 mg/L 0,01
B 6,354 mg/L 0,75
Ba 0,391 mg/L 1
Cd 0,002 mg/L 0,001
Co 0,407 mg/L 0,2
Cr 0,044 mg/L 0,05
Cu 3,231 mg/L 0,02
K 328,813 mg/L N/A
Mn 0,023 mg/L 0,1
Ni 27,1 mg/L 0,025
Pb 0,36 mg/L 0,05
Sr 0,072 mg/L N/A
Zn 0,438 mg/L 0,18
Ca 7,937 mg/L N/A
Fe 213,424 mg/L 0,3
Al 0,308 mg/L 0,1
Na 8459,376 mg/L N/A
Li 0,61 mg/L N/A
Ag 0,362 mg/L 0,01
In 0,03 mg/L N/A
Mg 2,419 mg/L N/A
Y 0,187 mg/L N/A
Se 9,059 mg/L 0,01
S 844,512 mg/L N/A
Pb 8,628 mg/L N/A
Si 437,501 mg/L N/A
As 292,162 mg/L 0,05

Tomado de TULSMA, Libro VI, Anexo 1.
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Como podemos observar en la tabla 6 de los resultados obtenidos de los analisis
de laboratorio la mayoria de metales pesados y el cianuro superan los limites
maximos permisibles excepto el Ba, Cr y Mn que estan por debajo, ademéas de
algunos metales pesados que no aplican para la tabla 3 del TULSMA, Libro VI,
Anexo 1.

4.1 Efectos Letales

4.1.1 Mortalidad

Mortalidad a las 24 horas
Tabla 7.

Cuadro de Analisis de la Varianza a las 24 horas

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 39092.94 6 6515.49 41.30 <0.0001
Tratamiento 39092.94 6 6515.49 41.30 <0.0001
Error 4260.00 27 157.78
Total 43352.94 33

Tabla 8.

Prueba de comparacion Tukey a las 24 horas

Tratamiento Medias n E.E Agrupaciones
7 0.00 5 5.62 A
6 22.00 5 5.62 A
3 24.00 5 5.62 A
5 45.00 5 5.62 B C
2 68.00 5 5.62 C D
4 82.00 5 5.62 D
1 100.00 5 5.62
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Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >0.05)

Como se puede observar en el analisis ANOVA descrito en la tabla 8, si existen
diferencias significativas entre tratamientos en el porcentaje de mortalidad a las 24
horas de iniciado el ensayo. Las comparaciones de Tukey sefialan cinco grupos,
siendo A el que presenta menor mortalidad y corresponde a las concentraciones
mas bajas y al testigo; la mortalidad mayor corresponde a los grupos D y E con 82
y 100% de mortalidad respectivamente.

Mortalidad a las 48 horas
Tabla 9.

Cuadro de Analisis de la Varianza a las 48 horas

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 38522.94 6 6420.49 40.50 <0.0001
Tratamiento 38522.94 6 6420.49 40.50 <0.0001
Error 4280.00 27 158.52
Total 42802.94 33

Tabla 10.

Prueba de comparacion Tukey a las 48 horas

Tratamiento Medias n E.E Agrupaciones
7 4.00 5 5.63 A
6 22.00 5 5.63 A
3 32.00 5 6.30
5 60.00 5 563 C
2 70.00 5 5.63 C D
4 90.00 5 5.63 D E
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1 100.00 5 5.62 E

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

A las 48 horas se puede visualizar en la tabla 10 que la mortalidad aumenta
minimamente, en este caso las comparaciones de Tukey nos muestra cinco grupos,
siendo el Dy E el que muestra mayor mortalidad y pertenecen a las concentraciones
mas altas, la menor mortalidad presenta el grupo A (testigo) y B el de menor

concentracion con 22 y 32% de mortalidad respectivamente.

4.2 Curvas Concentracion-Respuesta

24 Horas
100
90
80
®
S 70
© 60
=
o 50
=
] 40
©
X 30
20
10
0
Testigo 0.005 0.01 0.1
=@=— Agua Sintética 4 24 68 100
Agua Mina 4 22 50 82

Concentracion (mg/L)

Figura 4. Curva concentracion-respuesta a las 24 horas en relacion a la mortalidad

Como se puede observar en la figura 4 los valores de LOAEL y CL50 coinciden con
los datos mencionados en la tablal1l.
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48 Horas

100
90
80
70

o
©
=
© 60
£
] 50
= 40
]
'°° 30
= 20
10
0
Testigo 0.005 0.01 0.1
=@— Agua Sintética 4 32 70 100
Agua mina 4 22 70 90

Concentracion (mg/L)

Figura 5. Curva concentracion-respuesta a las 48 horas en relacion a la mortalidad

Como se puede visualizar en la figura 5 la concentracion que muestra el porcentaje
mas alto de mortalidad es la de 0.1 mg/L del agua sintética seguida de la misma

concentracion, pero del agua de mina.

Tabla 11

Resultados del bioensayo con Daphnia magna obtenidos a las 3, 24 y 48 horas en
agua sintética.

3 horas 24 horas 48 horas

Compuesto Parametro - . . Natalidad
movilidad mortalidad mortalidad

NOAEL 0.002
NaCN

LOAEL 0.004
Agua
o CL50 0.005 0.0045
sintética

CES0 0.005 --- --- 0.005
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Tabla 12
Resultados del bioensayo con Daphnia magna obtenidos a las 3, 24 y 48 horas en

agua de mina.

3 horas 24 horas 48 horas

Compuesto Parametro . _ _ Natalidad
movilidad mortalidad mortalidad
NOAEL 0.003
Agua LOAEL 0.004
Mina CL50 0.01 0.0048
CE50 0.005 0.005

El valor de NOAEL expuestos en la tabla 11 y 12 tanto para las 3 horas de movilidad
y 24 horas de mortalidad fue determinado en base a los ensayos preliminares
realizados en donde a una concentracion de 0.002 mg/L no se observaron efectos

subletales (movilidad) ni efectos letales (mortalidad).
4.3 Efectos subletales: movilidad y reproduccion

4.3.1 Movilidad

En cuanto a la movilidad, no se realizé un andlisis de varianza ya que este efecto
subletal fue medido hasta las 3 horas y en todos los tratamientos menos el testigo
se evidencid letargo en los especimenes de Daphnia magna, como se puede

evidenciar en la siguiente tabla.

Tabla 13.
Resultados de movilidad obtenidos a las 3 horas por tratamiento.
_ _ Movilidad 5 Movilidad 3
Tratamiento Concentracion .
minutos horas
1 0.1 1 Murieron

2 0.01 0 -1
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3 0.005 0 -1
4 0.1 1 -1
5 0.01 1 -1
6 0.005 1 -1
7 Testigo 0 0

Se observo en la tabla 13 los andlisis de movilidad que el tratamiento 1 se murieron
todos los especimenes antes de las 3 horas por lo que no se obtuvieron resultados
a ese tiempo, a los 5 minutos la mayoria de tratamientos presentaron aceleracion
en sus movimientos, excepto los tratamientos 2 y 3 que corresponden a las menores
concentraciones del agua sintética y el 7 que corresponde al testigo. Lo contrario se
aprecio a las 3 horas ya que la mayoria de tratamientos presento letargo a

excepcion del testigo.

4.3.2 Reproduccion

Tabla 14.

Cuadro de Andlisis de la Varianza a los 20 dias

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 185.36 4 46.34 35.65 <0.0001
Tratamiento 185.36 4 46.34 35.65 <0.0001
Error 26.00 20 1.30
Total 211.36 24

Tabla 15.

Prueba de comparacion Tukey a los 20 dias

Tratamiento Medias n E.E Agrupaciones
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5 2.20
2 4.80
6 5.60
3 6.00
7 10.60

5
5
5
5
5

0.51 A

0.51 B

0.51

0.51

0.51 C

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

Como se puede observar en el analisis ANOVA exhibido en la tabla 15, los

tratamientos si muestran diferencias significativas entre tratamientos en los datos

obtenidos a los 20 dias de iniciado el ensayo, cabe recalcar que los tratamientos 1

y 4 no se los tomo en cuenta ya que los individuos murieron a horas de iniciado el

ensayo. Las comparaciones de Tukey nos muestra 3 grupos, siendo el A el de

menor natalidad que pertenece al de mayor concentracion del agua de mina, la

mayor natalidad presenta los grupos B y C que corresponden a las menores

concentraciones del agua de mina y a la concentracion alta y la baja del agua

sintética.

e
o N

# de neonatos por tratamiento
O R N WD Ul OONN 0 O

Natalidad

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,009 0,01 0,011

Concentracién (mg/L)
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Figura 6.
Curva de Natalidad a los 20 dias.

En la figura 6 se puede observar que mientras mas alta es la concentracion del
toxico presenta menor nimero de neonatos, en este caso las concentraciones de
0.005 mg/L del agua de mina y sintética son las que muestra menos nacimientos, y
la concentracion de 0.1 mg/L no se la tomo en cuenta ya que la especie a estudiar

murieron antes de las 24 horas.

5. CAPITULO V. DISCUSION

Con la finalidad de validar los resultados obtenidos en esta investigacion se
prentendié comparar con datos presentados en investigaciones similares, sin
embargo, no se encontraron estudios con la misma especie y el mismo toxico, por
lo que se utilizé un estudio algo similar, la normativa ambiental vigente, ademas, de

comparar el agua sintética y el agua de mina.

Los resultados obtenidos durante esta investigacion muestran que la concentracion
efectiva 50 (CE50) en el agua sintética y el agua de mina es 0.005 mg/L de CN, lo
gue corresponde a 0.009 mg/L NaCN, en el estudio realizado por Nufiez & Hurtado
(2005) determinaron que la CE50 era 1.54 mg/L de KCN a las 24 h y 0.6359 mg/L
a las 48h. Gaete & Paredes (2000) nos dice que la CL50 para Daphnia magna es
de 60 mg/L para Cu, 127 mg/L de Hg, 784 mg/L de Cd, lo cual comparando con los
resultados obtenidos en el presente ensayo para agua sintética fue de CL50 0.005
mg/L CN y 0.0094 mg/L NaCN a las 24 horas y 0.0045 mg/L CN y 0.0084 de NaCN
a las 48 horas, y para agua de mina fue de CL50 0.1 mg/L CN y 0.19 mg/L NaCN a
las 24 horas y 0.0048 mg/L CN y 0.009 de NaCN a las 48 horas por lo que se puede
observar con facilidad que Daphnia magna es mas sensible al NaCN que a los
metales pesados antes mencionados. Los efectos mas letales se los puede

visualizar a las 24 horas ya que a las 48 aumenta, pero no mucho.
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Como se puede observar en el Tabla 8 la mortalidad en el tratamiento 1 (0.1 mg/L
CN) que corresponde al agua sintética fue de 100 %, sin embargo, en el tratamiento
4 (0.1 mg/l CN) correspondiente al agua de mina fue del 84 % a pesar de que el
cianuro se encuentra en la misma concentracion, esto se puede deber a que el agua
de mina a mas de CN se encontraron metales pesados como: B(6.35), Fe(213.4),
Ni(27.1), Cu(3.23), Se(9.05) mg/L y esto nos dice que el cianuro al mezclarse con
metales pesados baja su toxicidad. TULSMA, Libro VI, Anexo 1, tabla 3 Criterios de
Calidad admisibles para la preservacion de la flora y fauna en aguas dulces, frias o
calidas, y en aguas marinas y de estuario nos dice que los limites permisibles para
metales pesados es B(0.75), Fe(0.3), Ca(7.83), Ni(0.025), Cu(0.02), Se(0.01) mg/L,
lo cual nos muestra que todos estos valores estan por encima de los LMP en la

normativa Ambiental.

Un estudio realizado por Costa (2016) evalto 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 0.1
mg/L de CN el promedio de neonatos fue 0 a los 20 dias ya que los especimenes
murieron antes de las 24h, esto podria significar que Daphnia magna es mas

sensible al CN que al dicromato de potasio.

Respecto a la movilidad en la especie estudiada se evidencié alteraciones notorias
en la velocidad natatoria, en casi todos los tratamientos se observo letargo excepto
en el testigo, en el momento de colocar el téxico el espécimen Daphnia magnha
aumento su velocidad y a medida que paso el tiempo la velocidad disminuyo, en el
caso de las concentraciones mas altas que fueron el tratamiento 1 y el tratamiento
4 al final murieron, lo cual concuerda con Bay-Schmith & Larrain (2003) quienes
estimaron los efectos del K2Cr207 en Daphnia magna a las 24h y determinaron que
la CL50 es de 0,145 mg/, por lo que se puede establecer que el espécimen

estudiado es mucho mas sensible al NaCN.
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Segun la Normativa Ambiental del Libro VI, Anexo 1, del TULSMA, nos dice que el
limite maximo permisible para cianuro(CN) en las tabla 1 Consumo Humano y
Doméstico que requieren tratamiento convencional es de 0.01 mg/L, tabla 2
Consumo Humano y Domestico que solo requieren desinfeccion es de 0.01 mg/L,
tabla 3 Criterios de Calidad admisibles para la preservacion de la flora y fauna en
aguas dulces, frias o calidas, y en aguas marinas y de estuario es de 0.01 mg/L y
tabla 12 Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce es de 0.1 mg/L; de acuerdo
a el presente estudio a las 24h las concentraciones del tratamiento 1y 2 , y el
tratamiento 4 y 5 que son las mismas dictadas en la normativa se obtuvo una
mortalidad del 82-100% y 50-68% respectivamente lo cual se puede deducir que el

cianuro es mucho mas toxico para la vida acuatica que para el ser humano.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones

Respecto a los resultados obtenidos Daphnia magna presenta efectos toxicol6gicos
de acuerdo a la concentracion de Cianuro de Sodio, es decir a mayor concentracion

de NaCN mayor es el efecto y menor el tiempo en el que se presentan.

A mayor concentracion de cianuro mayor mortalidad de Daphnia magna. La

mortalidad es mayor en agua sintética, que en agua de mina.

La movilidad de la especie estudiada fue alterada en casi todos los tratamientos
desde los 5 minutos después de colocado el toxico, y se evidencio letargo (-1) casi

todos los tratamientos a las 3 horas de comenzado el ensayo excepto en el testigo.

La reproduccion de Daphnia magna fue cohibida a una concentracién de 0.1 mg/L
gue corresponde al tratamiento 1 y 4 en el que no se pudo observar neonatos ya
gue fue una concentracion letal para la especie estudiada y seguido del tratamiento
2 y 5 a una concentracion de 0.01 mg/L en el que se observo de 2-6 neonatos a los

20 dias y un porcentaje de supervivencia del 2-5%.

La curva concentracion-respuesta muestra que a medida que aumenta la
concentracion de NaCN la mortalidad es mas elevada. De acuerdo con la misma se
pudo determinar para el agua sintética la CL50 con un valor de 0.005 mg/L a las 24
horas y de 0.0045 mg/L a las 48 horas, para el agua de mina fue una CL50 de 0.1
mg/L a las 24h y a las 48 horas de 0.0048 mg/L.

Se determin6 el NOAEL y el LOAEL a las 3 horas de iniciado el ensayo con unos
valores de 0.002 y 0.004 mg/L respectivamente parta el agua sintética, y para el
agua de mina fueron los valores de 0.003 mg/L para NOAEL y de 0.004 mg/L para
LOAEL.

Se determiné la CE50 para la movilidad a las 3 horas y para la natalidad a los 20
dias, con unos valores de 0.005 mg/L en los dos parametros en el agua de sintética

y el agua de mina.
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6.2 Recomendaciones

Se recomienda tener mucha precaucion al momento de la manipulacién de Daphnia
magna ya que son muy sensibles a los movimientos bruscos y a los factores

ambientales.

En el momento de la adaptacién de Daphnia magna a condiciones de laboratorio
evitar que tenga mucho contacto con la luz ya que se adaptan mas a lugares

sombrios y a aguas mas turbias.

Para un mejor resultado en ensayos de toxicidad es mucho mejor utilizar neonatos

ya adaptados a condiciones de laboratorio.

En los resultados obtenidos en el presente trabajo se pudo confirmar que el cianuro
es una sustancia nociva para la vida acuatica y por ende para el medio ambiente,
por lo que se recomienda tomar en cuenta la reciente investigacion con Glicina en
donde muestra que es un método mas amigable con el medio ambiente y el ser
humano para reemplazar al cianuro en los procesos de recuperacion de minerales,
los beneficios que brinda este aminoacido son: econémicamente rentable ya que es
completamente recuperable mediante adsorcion en carbon activado, es activo como

agente de lixiviacion selectiva cuando se usa en un circuito alcalino entre pH 8y 12.
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Anexo 1. Tabla de datos de las concentraciones de cianuro de sodio y de

mortalidad.

Mortalidad

30

168 h (7 dias)

72 horas

48 horas

10

10

10

10
10

10
10

10

10
10

18024 horas

10

10
10

120

10
10

10
10

60

10

10
10
10
10
10

10
10

10
10
10
10
10

15

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Repeticiones

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Tratamientos
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Anexo 2. Tabla de datos de las concentraciones de cianuro de sodio y de movilidad.

Movilidad

10

180

120

60

30

15

Repeticiones

Tratamientos
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Anexo 3. Tabla de datos de las concentraciones de cianuro de sodio y de

reproduccion.

Tratamientos Repeticiones 20 dias
2 1 4
2 2 5
2 3 4
2 4 5
2 5 6
3 1 6
3 2 7
3 3 6
3 4 5
3 5 6
5 1 2
5 2 1
5 3 3
5 4 1
5 5 4
6 1 4
6 2 5
6 3 5
6 4 8
6 5 6
7 1 11
7 2 11
7 3 9
7 4 10
7 5 12




Anexo 4. Porcentaje de mortalidad observado a las 72 horas.

% de Mortalidad
U1
o

==@= Agua Sintética
=@=Agua Mina

Anexo 5. Porcentaje de mortalidad observado a las 168 horas.

100
90

5 80
] 70
£ 60
S 50
S 40
2 30
X 20
10

0

=@= Agua Sintética
=@ Agua Mina

Testigo
4
4

72 Horas
0,005 0,01
36 74
24 74
Concentracion

168 Horas
0,005 0,01
36 84
30 76

Concentracion
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Anexo 6. Porcentaje de mortalidad observado a las 24 horas.

24 Horas

100
90
80
70

60
50
40
30
2
=

Testigo 0,005 0,005

% de Mortalidad

o O O

Concentracion
Anexo 7. Porcentaje de mortalidad observado a las 48 horas.

48 Horas

100
90
80
70

60

50

40

30

2

1
0

Testigo 0,005 0,005

% de Mortalidad

o O

Concentracidn



Anexo 8. Porcentaje de mortalidad observado a las 24, 48, 72 y 168 horas.

Porcentaje de Mortalidad

100
90

80
70
60
50
40
30
20
10
o mm

Testigo 0,005 0,01 0,1 0,005 0,01 0,1
Concentracién

% de Mortalidad

H24h ®m48h m72h m168h



Anexo 9. Crianza de Daphnia magna en condiciones de laboratorio.

Anexo 10. Cianuro de sodio pesado para la solucién madre.

50



Anexo 11. Montaje de los tratamientos y repeticiones del ensayo.
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Anexo 12. Resultados de los analisis de laboratorio de cianuro libre en

md Jull CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES ‘
e CENTROCESAL Cia. Ltda.
it AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYO No.: 32980-01-11-11-19-Q

Datos del Cliente

Cliente: Yadira Gabriela Valdez Alba
Representante: Yadira Valdez Alba
Direccién: Pusuqui
Teléfono: 993697115
Datos del item de Ensayo
Identificacién de la Muestra: AGUA DE MINA
Descripcion de la Muestra: Liquido ligeramente turbio color amarillo
Contenido declarado: 2000 ml No. Lote o cédigo: ND
Conservacién de la Muestra: Ambiente Fecha de elaboracién: ND
Fecha de caducidad: ND
- Datos de Muestreo, Recepcion y Anlisis
Toma de muestra / Muestreo: Por el cliente Fecha de muestreo: ND
Los resultados se aplican a la Fecha;de recepciin: B1a:10710
e Fechas de ensayo: 2019-11-11
muestra tal cual como se recibié Fecha de reporte: 2019-11-20
Resultados analiticos: Pag.: de
PARAMETRO METODO UNIDADES [RESULTADJ **ESPECIFICACION
Cianuro Libre At mg/L <0,01LD méx 0,01

SM Standard Method APHA (Método de Referencia)

POE: (Procedimiento Interno)

WE ificaci lici por el cliente das de Libro VI TULSMA, afio 2000, Tabla N3, Criterios de Calidad admisibles para la
preservacion de la flora y fauna en aguas dulces, frias o célidas, y en aguas marinas y de estuario.

Notas:

ND: No declara  NA: No aplica

NOTA 1: Los resultados reportados son validos solo para las muestras analizadas de este reporte.

NOTA 2: Los ensayos son realizados a temperatura ambiente excepto donde se if Las il i de y
no influyen en este andlisis

NOTA 3: recibidas en el ioei ion de las mismas proporcionada por el cliente. CENTROCESAL Cia. Ltda, se responsabiliza
unicamente de los analisis

NOTA 4 La ion sobre la i { de icion, se puede solicitar al laboratorio y sera informacion cuando el cliente lo requiera o cuando
afecte a los limites de una especificacion.

NOTA 5: El tiempo de de las enel i a : 48 horas y no perecibles: 20 dias desde la entrega
del resultado.

NOTA6: Todas las actividades son reali; enlas i i del io excepto donde se especifique

NOTA7: La declaracion de conformidad esta dada de acuerdo a la guia ISO 98-4

NOTA 8: Los datos suministrados por cliente y los requisitos de recepcion de item de ensayo que afectan a la validez de los resultados seran
declarados en observaciones

NOTA 9: Toda informacién que sea proporcionada por el cliente y que afecta a la validez es i de quienes las

emiten y no representa responsabilidad para CENTROCESAL
fref :POE:7.8.1 Rev.02 Anexo 1

Este informe no podra ser reproducido parcial o totalmente, sin la autorizacion escrita del Laboratorio

Av. América N31-232 y Av. Marlana de Jesus
Telfs: (593 2) 2230342 / 2233792 Fax: Ext. 102 Celular: 099649872
o-mail: rocesal.com / www. m
QUITO - ECUADOR
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Anexo 13. Resultados de los analisis de laboratorio de cianuro total en agua de

mina.

CENTROCESAL Cia. Ltda.
conmoctinon e AREA QUIMICA

CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES |

INFORME DE ENSAYO No.: 32980-01-11-11-19-Q

Datos del Cliente

Cliente: Yadira Gabriela Valdez Alba
Representante: Yadira Valdez Alba
Direccién: Pusuqui

Teléfono: 993697115

Datos del item de Ensayo
AGUA DE MINA

Liquido ligeramente turbio color amarillo

Identificacion de la Muestra:
Descripcién de la Muestra:

Contenido declarado: 2000 ml No. Lote o cédigo: ND
Conservacién de la Muestra: Ambiente Fecha de elaboracién: ND
_ Fecha de caducidad: ND
Datos de Muestreo, Recepcion y Analisis
Toma de muestra / Muestreo: Por el cliente Fecha de muestreo: ND
o Fecha de recepcién: 2019-10-16
Los resultados se aplican a la
i Fechas de ensayo: 2019-11-11
muestra tal cual como se recibio Fecha de reporte: 2019-11-20
Resultados analiticos: Pag.: 2. .. de 2
PARAMETRO METODO UNIDADES |RESULTADQ **ESPECIFICACION
. POE: 7.2.86
Cianuro Total SM 4500-G mg/L 45,53 max 0,1

SM Standard Method APHA (Método de Referencia)
POE: (Procedimiento Interno)

** Especificaciones solicitadas por el cliente tomadas de Libro VI TULSMA, afio 2000, Tabla N12, Limites de descarga a un cuerpo de
agua dulce

AL Cia. Ltda.

Wakac’

Notas:

ND: No declara  NA: No aplica

NOTA 1: Los resultados reportados son validos solo para las muestras analizadas de este reporte.

NOTA 2: Los ensayos son reali a excepto donde se i Las ick i de y
no influyen en este andlisis

NOTA 3: i enel e inf de las mismas proporcionada por el cliente. CENTROCESAL Cia. Ltda, se responsabiliza
unicamente de los andlisis

NOTA 4: La sobre la incerti de se puede solicitar al laboratorio y sera informacién cuando el cliente lo requiera o cuando
afecte a los limites de una especificacion.

NOTA 5: El tiempo de ia de las enel i apl : 48 horas y no perecibles: 20 dias desde la entrega
del resultado.

NOTA 6: Todas las activit son i enlas i i del io excepto donde se especifique

NOTA7: La declaracién de conformidad esta dada de acuerdo a la guia ISO 98-4

NOTA 8: Los datos suministrados por cliente y los requisitos de recepcion de item de ensayo que afectan a la validez de los resultados seran
declarados en observaciones

NOTA 9: Toda inf ion que sea propx por el cliente y que afecta a la validez es i il de quienes las

emiten y no representa responsabilidad para CENTROCESAL
f:ref .POE:7.8.1 Rev.:02 Anexo 1

Este informe no godré ser reproducido_parcial o totalmente, sin la autorizacion escrita del Laboratorio

Av. América N31-232 y Av. Mariana de Jesis
Tolfs: (593 2 ) 2230342/ 2233792 Fax: Ext. 102 Celular: 099649872
e-mail: com | www. et

QUITO - ECUADOR
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Anexo 14. Resultados de los analisis de laboratorio de metales pesados en agua

de mina.
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