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RESUMEN

La microcuenca del lago Yahuarcocha y otros cuerpos lacustres presentes en la provincia de
Imbabura se han visto seriamente afectada en los Gltimos afios, las actividades antrépicas
inherentes a los humedales han sido la causa principal de las afecciones. Se hace urgente la
intervencion con soluciones integrales a fin de minimizar estos impactos. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la tolerancia de la especie Egeria densa frente a diferentes
concentraciones de plomo, cromo y cadmio en a nivel de laboratorio, el trabajo realizado const6
de tres fases: (1) Determinacidn de concentraciones de metales pesados presentes en la columna
de agua y sedimentos del lago Yahuarcocha, de este modo que mediante la técnica de
fotoespectrometria de absorcion atomica los resultados indicaron la presencia de estos metales
asi: el rango en las muestras de agua para el metal Cd (0.0001-0.0002mg/kg), Cr (0.0002-
0.012mg/kg) y Pb (0.0005 - 0.001mg/kg), en las muestras de sedimento los rangos de las
concentraciones para los tres metales fueron: Cd(0.1-0.2mg/kg) Cr (17.25mg/kg) y Pb (5.8-6.8
mg/kg). (2) La evaluacion de tolerancia de la especie E. densa frente a 5ppm, 10ppm y 15ppm
de Cd, Cry Pb se realiz6 en el Laboratorio de investigaciones ambientales (LABINAM), el
desempefio de la especie frente a las concentraciones metalicas fue positivo, en ninguna etapa
del experimento presentaron signos de marchitez o peor ain mortalidad. (3) Se gener6 una guia
metodoldgica del presente estudio con la finalidad de incentivar a la comunidad académica y
cientifica replicar este tipo de estudios y asi proponer estrategias de restauracién de ecosistemas
acuaticos.

Palabras clave: Tolerancia, concentracion, evaluacion, contaminante, desempefio.



ABSTRACT

The hydrographic micro-basin of Yahuarcocha lake and other lake bodies present in Imbabura
province have been seriusly affected in recent years, anthropic activities inherent in wetlands
have been the main cause of the diseases. Intervention with integral solutions is urgently
required in order to minimize these impacts. The objective of the present study was to evaluate
the tolerance of the Egeria densa species, against different concentrations of lead, chromium
and cadmium at the laboratory level, the work carried out consisted of three phases: (1)
Determination of concentrations of heavy metals present in the water column and sediments
of Yahuarcocha lake, using the atomic absorption photospectrometry technique, the results
indicated the presence of these metals as follows: the range in the water samples for the Cd
metal (0.0001-0.0002mg/kg), Cr (0.0002-0.012mg/kg) and Pb (0.0005-0.001mg/kg), in the
sediment samples the concentration ranges for the three metals they were: Cd (0.1-0.2mg/kg)
Cr (17.25mg/kg) and Pb (5.8-6.8mg/kQg). (2) The tolerance evaluation of the E. densa species
against 5ppm, 10ppm and 15ppm of Cd, Cr and Pb was carried out in the Environmental
Research Laboratory (LABINAM), the performance of the species against metallic
concentrations was positive, at none stage of the experiment did they show signs of wilting
or worse, mortality. (3) Was generated a methodological guide for this study in order to
encourage the academic and scientific community to replicate this kind of study and propose
strategies for the restoration of aquatic ecosystems.

Key words: Tolerance, concentration, evaluation, pollutant, performance.
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CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1 Revisidn de antecedentes

La problemética por el impacto de las actividades humanas en el ambiente se ha evidenciado
cada vez mas a través del tiempo, por lo que no se pueden dejar pasar por alto los efectos
causados al ambiente, del cual se sostienen las dinamicas socioeconomicas y culturales. Por
esta razon, aparecio la preocupacion de continuar con los procesos de crecimiento econémico,
previniendo y mitigando al maximo los impactos ambientales sobre los ecosistemas y asi
conservar sus funciones, con el fin de garantizar a las futuras generaciones la satisfaccion de

sus necesidades (Garzon , Rodriguez y Hernandez, 2017).

Las maltiples causas de polucion de ecosistemas pueden afectar principalmente a los recursos
hidricos, los principales elementos contaminantes desde un punto de vista global son: materia
organica, organismos patdgenos presentes en aguas residuales, pesticidas y fertilizantes
utilizados en las actividades agricolas y metales pesados generalmente producto de procesos
mineros e industriales (Greenfacts, 2006). Los agentes contaminantes pueden presentarse en
cualquiera de los estados de la materia y los metales pesados no son la excepcion (Rizzo, Daga,

Arcagni, Perez, Bubach, Sanchez, Ribeiro y Arribére, 2010).

La depuracién de aguas contaminadas con agentes patdgenos han hecho que la bioremediacién
se convierta en una alternativa atractiva y prometedora a las técnicas convencionales. Sin
embargo a pesar de los beneficios de biorremediacién, existen algunas dificultades en la
aplicacién debido a las restricciones impuestas por el sustrato y variabilidad ambiental, el
potencial limitado de biodegradacion y la viabilidad de los microorganismos de origen natural,
entre otras ( Garzon et al. 2017). En estas nuevas alternativas las plantas acuaticas funcionan
como filtros bioldgicos, removiendo sustancias tanto biodegradables como no biodegradables,

nutrientes, sustancias toxicas y microorganismos patdgenos.

Para atenuar la problematica la fitoextraccion es la cualidad de aquellas especies vegetales que
poseen la capacidad de acumular y tolerar altas concentraciones de metales en el tejido
cosechable (Tarig y Azka, 2016). Existen estudios con varias especies de diferentes taxones y
una amplia cantidad de metales pesados que confirman la gran capacidad de las plantas en
fitorremediacién; hacen referencia que las especies: Salvinia natans Kunth., Eichhornia
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crassipes Mart., Lemna minor L., Egeria canadensis Michx., Pistia stratiotes L. fueron
sometidas a evaluaciones de contenidos de clorofila, proteina y carotenoides tras haber sido
expuestas a diferentes concentraciones de: Cu?*, Zn?* y Cd? para determinar la capacidad de
absorcién de estos metales, al concluir el respectivo estudio se demostr6 la efectividad de
fitorremediacion de los contaminantes individualmente e incluso se obtuvo mejores resultados

con los metales pesados juntos (Buta, Torok, Csog, Zongo, Cantor, Buta y Majdik, 2014).

Investigaciones de fitoremediacion que presentan potencialidad de ser aplicadas en el cultivo
de cacao, dada la disponibilidad del material con el que se trabajé. Tariq y Azka (2016)
sefialaron que los hiperacumuladores poseen diferentes potenciales de acumulacion para
diferentes metales. El estudio desarrollado por ellos a nivel de laboratorio demostré que el maiz
(Zea mays) es un hiperacumulador para Co y Cr después de la aplicacion de un quelante como
EDTA, mientras que el girasol (Helianthus annuus) demostr6 ser un hiperacumulador para Cd
en condiciones similares, con una remocién del 56.03 %. La planta de nabo (Brassica
campestris) exhibié propiedades hiperacumulativas para Cr. Por otra parte, la arveja (Pisum

sativum) se encontr6 que es el mejor acumulador de Pb.

En ecosistemas acuéticos en el estudio de Jaramillo, Zapata y Marulanda (2015) se evalud la
capacidad de Egeria sp. en la biorremediacion del ion Hg a nivel de laboratorio, las plantas
fueron sometidas a tres diferentes concentraciones de HgCl2: 0.39 mg/ml, 1.55 mg/mly de 6.25
mg/ml, donde el porcentaje de mayor efectividad fue 1.55 mg/ml. Por lo tanto se demuestra las
condiciones dptimas para mayor efectividad y la posibilidad de valerse de esta especie para
futuras investigaciones. En la misma linea de investigacion se encuentra el trabajo realizado
por Harguinteguy, Pignata y Fernandez, (2015), donde se evalu6 a Miriophyllum aquaticum y
E. densa frente a concentraciones de niquel, plomo y zinc, demostrando eficiencia y resistencia
a los metales pesados antes mencionados, reduciendo las concentraciones a niveles mucho méas

bajas que las iniciales.

Rizzo, Daga, Arcagni, Perez, Bubach, Sanchez, Ribeiro y Arribére (2010), también realiza
estudios similares en el cual se determina concentraciones de elementos traza en muestras de
agua, sedimento, plancton, macroinvertebrados y musculos de higados de peces, se concluyd
gue los elementos con mayor presencia en los lagos estudiados fueron mercurio y plata, siendo
un factor comun la presencia en mayores cantidades en sectores aledafios a asentamientos
humanos. Resultados similares se encontraron en el trabajo realizado en Antioquia-Colombia

donde se evidencia el gran impacto negativo que provocan las actividades agricolas en las
2



fuentes hidricas presentes en el lugar de estudio, incluso se sefialan las marcas de plaguicidas
mas usados asi como los organismos patdgenos mas severos especialmente coliformesy E. coli

(Tobbn-Marulanda, Lopez-Giraldo y Paniagua-Suarez, 2010)

Los procesos actualmente aplicados para la remocion de metales pesados de aguas
contaminadas requieren costos elevados que han llevado a la busqueda de métodos alternativos.
La utilizacion de macrofitas para la remocion de contaminantes de aguas tiene la ventaja de
requerir menores recursos econémicos y tecnoldgicos por lo cual podrian ser utilizadas
inclusive en paises en vias de desarrollo. Numerosos trabajos han estudiado el potencial y la
capacidad que presentan diversas especies de macrofitas en la bioacumulacién de metales
(Paris, Hadad y Maine, 2000).

Segun el informe de la ONU (2018), la contaminacion de cuerpos de agua es uno de los
principales problemas a nivel mundial, tanto en ecosistemas acuaticos continentales como en
maritimos. Se menciona que también la demanda de este recurso aporta en el deterioro de
ecosistemas acuaticos, debido a varios factores como: crecimiento demogréafico, cambios en
patrones de consumo, desarrollo econémico y demas variables. Los agentes, elementos,
compuestos u otras sustancias contaminantes se generan de fuentes naturales como la
descomposicion de materia, erupciones volcanicas y procesos geoldgicos, pero en mayor grado
son de origen antropogénico, mineria, agroquimicos, actividades industriales, lubricantes,

petroquimica entre otros. (Estrada, Gallo y Nufiez, 2016)

En Ecuador la limnologia es una rama de estudio en crecimiento. En la zona norte desde el afio
2013 se viene ejecutando campafias de monitoreo mensual en proyectos de investigacion
desarrollados por la academia (Universidad Técnica del Norte), con la finalidad de determinar
el estado trofico en lagos como Yahuarcocha, San Pablo y Mojanda. Los estudios se basan en
parametros fisico-quimicos como: temperatura (°C), presion barométrica (mmHg), oxigeno
disuelto (mg/l y %), pH (potencial hidrégeno), conductividad (uS/cm), visibilidad secchi (m),
clorofila a (ml/L), nitr6geno total, fosforo total y parametros bidticos como fitoplancton,

zooplancton, macrofitas y macroinvertebrados

El lago Yahuarcocha es un ecosistema acuatico muy importante que identifica a la provincia
de Imbabura por dos aspectos principalmente: atrae el turismo local y extranjero lo que permite
la dinamizacién econdémica de sus pobladores, por otro lado, representa un lugar estratégico

para la conservacion de muchas especies de flora y fauna. Pero hasta el momento no se ha
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desarrollado un estudio que identifique las concentraciones de metales pesados presentes en
sedimento y columna de agua, aunque los estudios desarrollados desde 1979 muestran que es
un ecosistema altamente contaminado especialmente por descargas de aguas con altos
contenidos de materia organica proveniente de las actividades domésticas y econdmicas del
poblado aledafio, sumado al que se genera en la parte alta de la micro cuenca donde se aporta

considerables cantidades de agua cargadas de nutrientes organicos y metales pesados.

Escaleras (2016), determind que la calidad del agua del lago Yahuarcocha es muy contaminada,
debido a que los valores expuestos por el sistema fue de 2.57 en el indice de saprobiedad, en el
mismo estudio la comunidad de macroinvertebrados estaba compuesta por: 5 6rdenes, 9
familias, 13 géneros y un total de 1188 individuos: Haplotaxida (Naididae, Haplotaxidae),
Diptera  (Ephydridae, Chironomidae), Basommatophora (Planorbidae,mPhysidae),
Neotaenioglossa (Thiaridae, Hydrobiidae) y Rhynchobdellida (Glossiphoniidae).

Por su parte, Blomme (2014) quien trabajo en la limnologia general del lago Yahuarcocha
menciona que existe un mayor porcentaje de plantas emergentes entre las cuales estan S.
californicus, T. latifolia y A. donax, dentro de la vegetacion sumergida indica a E. densa,
Potamogeton sp., Myriophyllum sp y en la vegetacion flotante sefiala a Azolla sp y E. crassipes,
también identificadas en el estudio de Pabdn (2015) y actualmente por la condiciones de
eutrofizacion la especie E. densa no esta presente en el lago, y era la Unica especie totalmente

sumergida registrada en este ecosistema acuatico.

En cuanto al componente fitoplancténico en la investigacion realizada por Caicedo (2016) se
menciona que los géneros Fragilaria y Cylindrospermopsis llegaron a ser los de mayor
abundancia a lo largo del estudio, siendo la turbidez la variable ambiental mas influyente en la
fluctuacion poblacional. Basado en la composicién y estructura de la comunidad
zooplanctonica también se pudo determinar la presencia de especies indicadoras de eutrofia en
el lago Yahuarcocha (Cabrera, 2015). Alba (2010), se refiere al lago Yahuarcocha como un
icono que identifica a la provincia de Imbabura. Representa un lugar estratégico para la
conservacion de muchas especies de flora y fauna. La presente investigacion se enfoca en
evaluar los niveles de tolerancia de Pb, Cr y Cd de la especie E. densa frente a diferentes
concentraciones que pueden existir en la columna de agua y en el sedimento del lago
Yahuarcocha a nivel de laboratorio y proponer estrategias de fitorremediacién como alternativa

para el mejoramiento de las condiciones ecologicas y calidad de agua de este ecosistema



1.2 Problema de investigacion y justificacion

En la sociedad del siglo XXI, la contaminacion ambiental se posiciona como uno de los
problemas més importantes, incrementado exponencialmente la pérdida de calidad del aire, del
recurso hidrico y de suelos disponibles para actividades agricolas (Singh, Sharma, Agrawali y
Marshall, 2010; Chen, Huang, Weindorf, Rajan, Liu y Niederman, 2013).

La tasa de contaminacion del agua puede ser estimada en 2000 millones de metros cubicos
diarios. Se hace evidente una crisis de este recurso para los proximos afios, lo que podria
comprometer el cumplimiento de uno de los objetivos de Desarrollo del Milenio de la
Organizacién de Naciones Unidas (ONU-DAES, 2005). En septiembre de 2015, la asamblea
general de la ONU, acord6é como objetivo: “asegurar la disponibilidad y la gestion sostenible
de agua y saneamiento para todos”, otorgandole al agua un caracter prioritario para todos los

paises miembro

Al enfocarse en la gravedad de los problemas de contaminacién sobre los que la
biorremediacion interviene, como lo es la contaminacion por metales pesados, COV, PCBs,
etc, que causan problemas de salud publica y degradacion de los ecosistemas, es prioritario el
tratamiento biolégico y avanzado con el fin de disminuir la concentracion de estos compuestos

en las aguas residuales, suelo y aire (Garcia, Pérez y Cocero, 2007).

El boletin de Mariduefia et al. (2011) del Instituto Nacional de Pesca menciona que este
ecosistema se ha visto altamente contaminada especialmente por descargas de aguas con altos
contenidos de materia organica proveniente de las actividades domésticas y econdmicas del
poblado del mismo nombre, sumado al que se genera en la parte alta de la microcuenca donde

se aporta considerables cantidades de agua cargadas de nutrientes organicos y metales pesados.

Es clara la necesidad de realizar nuevas investigaciones que logren resolver estas
problematicas, para que la biorremediacion se convierta en una tecnologia viable en los
diferentes sectores y niveles de desarrollo y pueda ser complementaria en los sistemas de
tratamiento tradicionales que se vienen implementando. El éxito, radica en continuar el
desarrollo de los trabajos cientificos y de ingenieria que proporcione bases reales del

conocimiento.



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Evaluar los niveles de tolerancia de E. densa para plomo, cromo y cadmio a nivel de
laboratorio.

1.3.2 Objetivos Especificos

» Determinar la presencia (niveles) de cromo, plomo y cadmio en la columna de agua
y en el sedimento del lago Yahuarcocha.

» Determinar la tolerancia de E. densa para plomo, cromo y cadmio a diferentes
concentraciones.

» Generar una guia de aplicabilidad de fitorremediacion con E.densa, para plomo,

cromo y cadmio.

1.4 Hipdtesis

Para el presente estudio se propuso la siguiente hipotesis

HIPOTESIS NULA

Las concentraciones metélicas no inciden en el crecimiento de E. densa.
HIPOTESIS ALTERNATIVA

Las concentraciones metélicas si inciden en el crecimiento de E. densa.



CAPITULO Il
REVISION DE LITERATURA
2.1 Marco teorico referencial
2.1.1Ecosistemas acuéticos

La humanidad esta definiendo un nuevo tiempo geoldgico. La era del Antropoceno esta
marcada por cambios en procesos geologicos, regimenes hidroldgicos, estructura de la biosfera,
entre otros procesos, debido a la expansion humana sobre el paisaje en todo el mundo. La
alteracion del ciclo biogeoquimico, la alta carga de contaminantes en los recursos hidricos, la
deforestacion desenfrenada, el aumento de las emisiones de gases de efecto invernadero a la
atmosfera, la eutrofizacion y las pérdidas de biodiversidad son algunas indicaciones que
reflejan la presién humana sobre varios ecosistemas, especialmente los acuéticos (Bozelli,
2019), (Xing, Wu, Hao, Huang y Liu, 2013). Por lo tanto, aqui revisamos algunos aspectos de

una gran influencia antropogénica en los ecosistemas.

Segun RAMSAR (2013), los humedales representan un ecosistema de transicién entre el medio
terrestre y el medio acuatico donde confluyen procesos quimicos y biolégicos que son de
fundamental importancia para el funcionamiento de los lagos (O'Sullivan, 2005). Actualmente,
sigue produciéndose pérdida de humedales, con efectos negativos directos y mensurables en la
naturaleza y las personas. La perspectiva mundial sobre los humedales es aumentar los
conocimientos acerca del valor de los humedales y presentar recomendaciones para garantizar
que los humedales sean conservados y se usen racionalmente, asi como que sus beneficios sean
reconocidos y valorados por todos RAMSAR (2018).

Los humedales son ecosistemas de alto beneficio ya que controlan la erosion a través de
procesos de disipacion y retencion de solidos ademas capturan sedimentos y filtran
contaminantes mejorando la calidad de agua en lagos (Ruiz-Sevilla, 2002). Los humedales han
sido descritos como los rifiones del paisaje por las funciones que ellos realizan en el ciclo
hidrolégico y geoquimico de los nutrientes, ya sea de fuentes naturales o humanas, como
transformadores de materia organica e inorganica, los humedales tienen un papel importante

en el ciclo de nutrientes de las cuencas (Mitsch y Gosselink, 2015)



2.1.1 Contaminacion de ecosistemas acuaticos

Durante décadas, la humanidad ha colonizado cada vez mas ambientes acuéticos sin ninguna
preocupacion. Como resultado, los lagos, rios y embalses se estan degradando a nivel mundial.
Aunque los efectos interactivos de los futuros procesos antropicos son complejos, gran parte
del conocimiento actual sugiere que es probable que estas presiones aumenten en magnitud y
frecuencia en los proximos afios. Por lo tanto, los resultados cientificos deben articularse en
una perspectiva integradora para ampliar nuestra comprension de la gestion de los recursos
hidricos (Martin, McDaniel, Hughes y Hunter, 2011).

2.1.2 Metales pesados

En cuerpos hidricos y humedales la contaminacion por metales pesados es una de las que mayor
preocupacion ha generado (Abdel y Goher, 2015). Todos los metales pesados son reconocidos
como contaminantes toxicos. En las zonas més contaminadas del mundo los riesgos para la
salud exponen a mas de 10 millones de personas en varios paises (ENS, 2006). En los lagos las
concentraciones de metales pesados dependen mucho de su distribucion y las fuentes
principales naturales de estos elementos traza son la meteorizacion y el lixiviado de las rocas
y suelos de la cuenca. Por otro lado, las actividades humanas tanto: domésticas, agricolas e
industriales constituyen los impactos antropicos mas severos hacia los lagos (Tulonen,
Pihlstrom, Arvola y Rask, 2006).

2.1.2.1 El plomo (Pb)

Metales como el plomo (Pb) que es un elemento que tiene un amplio rango de dispersion
antropogeénica, debido a su uso en las industrias de baterias, explosivos, pigmentos, reactivos
quimicos, compuestos para soldadura, industria hidrocarburifera. EI plomo se encuentra de
manera aislada o combinada en forma de minerales. Se encuentran en la corteza terrestre donde
se depositan en la parte superficial o en sus profundidades, también se los encuentra disueltos
en los cuerpos de agua, constituyendo lo que se conoce como ciclos hidrogeolégicos
responsables de gran parte de la contaminacién del aire, suelos agua y alimentos (Burger y
Roman, 2010).

2.1.2.2 El cadmio (Cd)



El cadmio es un metal pesado considerado como uno de los elementos mas toxicos, junto con
el mercurio y el plomo. Se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza asociado a
distintos minerales. A su vez, el hombre ha contribuido enormemente a su dispersion desde los
inicios de la actividad minero-metalUrgica de otros metales, y més tarde, al descubrirse la gran
utilidad del cadmio en el ambito industrial (Sanchez, 2016). Las fuentes antrépicas del cadmio
son: la mineria, el uso de fertilizantes fosfatados, la fundicion de metales, la quema de
combustibles fosiles, la fabricacion de baterias, pigmentos, cemento, y plasticos (Pernia, Mero,
Mufioz, Bravo, Moran, Zambrano y Torres. 2016).

2.1.2.3 El cromo (Cr)

El Cr en los vertidos se encuentra en estado trivalente, pero se puede oxidar facilmente a Cr
(V). EICr (111) es relativamente insoluble, no tdxico, y normalmente precipita como hidréxido,
mientras que el Cr (V1) es mucho més soluble y toxico. EI Cr es un metal que se absorbe
facilmente por las plantas. La absorcion de Cr (I11) es un proceso mayormente pasivo, mientras
que la absorcion de Cr (V1) esta mediada metabolicamente (Murcia, 2014). La forma principal
de este elemento que llega a depositarse en medios acuaticos especificamente en el sedimento
es el Cr(OH)3, la misma que permanece en suspensién o se adhiere a otras particulas mayores,
llegando a precipitar e incorporarse en el sedimento (Adriano, Wenzel, Vangronsvel y Bolan,
2004).

El grado de toxicidad de los elementos inorganicos depende en gran medida de la persistencia
en el ecosistema, forma quimica y concentracién. En este grupo se encuentran: elementos
metalicos, elementos no metalicos y algunos de ellos también pertenecen a otro subgrupo
denominados elementos traza que en proporciones ideales se constituyen en piezas
fundamentales para la nutricion y crecimiento de las plantas como: V, Sn, Se, Ni, F, Cr, Zn,
Mo, Mn, Fe, Co, Cu y As, siendo los principales micronutrientes u oligoelementos (Navarro-
Avifg, Aguilar-Alonso y Lopez-Moya, 2007). Por otro lado, los contaminantes organicos son
poco reactivos y se acumulan en bajas cantidades siendo menos toxicos que los inorganicos.
En este grupo se encuentran: los plaguicidas (fungicidas, herbicidas e insecticidas), productos
farmacéuticos, explosivos, compuestos aromaticos empleados en la industria de los colorantes,
disolventes clorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos y del petroleo (Cherian y Oliveira,
2005).

2.1.3 Restauracion de ecosistemas acuaticos



En la actualidad existe mucha preocupacion por tratar de mitigar la contaminacion generada
por las diferentes actividades antropicas que han terminado por desestabilizar el equilibrio
natural de los ecosistemas (Zhang, Jin, Di, Zhu 'y Shan, 2016), en consecuencia ha surgido una
alternativa para contrarrestar esta problematica, se trata de la fitorremediacion, tecnologia que
deriva de la corriente mayor que es la biorremediacion, se ha visto que la fitorremediacion se
ha convertido en una tecnologia sostenible y rentable que utiliza plantas a fin de minimizar el
potencial peligro de contaminacidn en cuerpos de agua, aire y tierra (Mallick, 2003; De Olivera,
2004; Audet y Charest, 2007).

La restauracion ambiental sigue siendo una actividad restringida en el mundo y mucho mas en
aguas tropicales. Los factores principales para la restauracion son los costos y conocimiento,
la cienciay la practica de la restauracion se estan extendiendo y son consistentes en las regiones
desarrolladas del mundo, no son transferibles de manera simple y directa. Los principios de la
limnologia son universales, pero las situaciones a las que deben aplicarse son diferentes, e
incluso si los problemas son similares, las soluciones deberian ser diferentes. La
biomanipulacién como estrategia para restaurar las aguas dulces es un ejemplo. Las diferencias
significativas en las interacciones biéticas entre ambientes templados y subtropicales y
tropicales hacen que sea muy dificil transferir directamente y aplicar estrategias de restauracion

bioldgica (Jeppesen, Sondergaard, Mazzeo, Meerhoff, Branco, Huszar y Scasso, 2005).
2.1.4 Fitorestauracion

Las tecnologias de tratamiento y depuracion han venido innovandose cada vez mas para ayudar
en la problematica de contaminacion de ecosistemas acuaticos (George, et al., 2016). La
biorremediacion se ha constituido en una alternativa econdémica y ecolégica donde se utilizan
organismos vivos que tienen la capacidad de metabolizar los agentes contaminantes hasta
reducirlos a productos menos toxicos que puedan reintegrarse naturalmente (Rosa y Tigris,
2007). Existen algunas variantes de esta tecnologia aplicable a sistemas contaminados con
metales pesados como: fitoextraccion, fitoatransformacion, fitoestabilizacion y rizofiltracion,
fitovolatilizacion (Olguin y Sanchez, 2012) (Tabla 1). Todas estas variantes se pueden realizar
a nivel de laboratorio para posteriormente proponer estrategias de fitorrestauracion, lo cual
significa la repoblacion de flora especializada en las areas degradadas, principalmente con
especies de rapido crecimiento (Robinson, Schulin, Noeack, Roulier, Menon, Clothier, Green
y Mills, 2006; Jing, He y Yang, 2007).
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Tabla 1. Tipos de fitorremediacion.

No Proceso Mecanismo Contaminante

1 Rizofiltracién Acumulacién en raices  Organico e inorganico
2 Fitoestabilizacién Complejacién Inorganico

3 Fitoextraccion Hiperacumulacion Inorgéanico

4 Fitovolatilizacién ~ Volatilizacion por hojas  Orgénico e inorganico

5 Fitotransformacién  Degradacion en la planta Organico

Fuente: Shakoor et al. (2013). Heavy metal pollution, a global problem and its remediation by chemically
enhanced phytoremediation: A Review, 15.

La capacidad de algunas plantas para acumular metales pesados en niveles extraordinariamente
altos ha atraido un interés creciente en los ultimos afios. Desde la ciencia del suelo hasta la
fisiologia vegetal. Pero es su uso potencial en la limpieza verde de metales pesados en
ecosistemas contaminados (fitorremediacion) la que ha generado un gran interés en

experimentacion e investigacion aplicada y basica (Olguin y Sanchez, 2012)
2.2 Marco Legal.
2.2.1Constitucion politica de la republica del Ecuador (2008)

En el nuestro pais desde el afo 2008 rige la “Constitucion Politica de la Republica del
Ecuador”, la misma que es el documento méaximo de orden legal, en la que la naturaleza figura
como un componente con derechos, la conforman leyes que pretenden promover un modelo de
desarrollo sostenible de los recursos naturales renovables y no renovables Art. 12. Se menciona
el derecho indispensable para el ser humano sobre el agua, haciendo énfasis en la calidad de
patrimonio estratégico de uso publico que representa. Art. 14, Art. 71, Art. 73 Se menciona los
derechos que tienen los elementos presentes en la naturaleza, asi como la de los habitantes
ademas de los incentivos y principios establecidos en la constitucion de la republica.
Promoviendo un enfoque de respeto integro a hacia la paccha mama con el firme propoésito de
buscar el SUMAK KAWSAY Art. 395. Se menciona las garantias constitucionales que
promueve el estado en materia ambiental y participacion interactiva estado-comunidad. Art.
400. Se menciona la proteccion sobre la biodiversidad de manera intergeneracional. Art. 403.
Se menciona el compromiso del estado en instancias diplomaticas internacionales de convenios
en materia de conservacion y manejo sustentable de la biodiversidad. Art. 404, Art. 406. Se
menciona el compromiso de proteger el patrimonio natural del estado, asi como de su gestion

y recuperacion, partiendo desde los principios del ordenamiento territorial.
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2.2.2 Codigo Organico Ambiental

Art 38. Menciona claramente los objetivos de mantener y proteger los cuerpos de agua tanto
superficial como subterranea. Art 191, Se menciona las competencias de los Gobiernos
Auténomos Decentralizados en temas de monitoreo y saneamiento tanto en aire, agua y suelo

y el compromiso de actualizaciones periddicas de este codigo organico.
Ley Organica de los Recursos Hidricos, Uso y Aprovechamiento del Agua

En los Art. 12, art. 17. Se menciona la responsabilidad de la Autoridad Unica del agua, y
poblacion en general del manejo sustentable e integrado de las fuentes y cuencas hidrograficas,
asi como del caudal ecoldgico y la responsabilidad de mantener en la cantidad y calidad
Optimas para el correcto desarrollo de la biodiversidad acuatica. Art. 13. Se menciona la

prohibicién en cambios de uso de suelo en cu2alquier ecosistema que almacene agua
Plan Nacional de Desarrollo 2017-2021- Toda Una Vida

Dentro de este plan podemos encontrar el Objetivo 3: Que propine garantizar los derechos de
la naturaleza para las actuales y futuras generaciones. Se propone una gobernanza que garantice
el cuidado de reservas naturales frente a actividades extractivas especialmente cuando estas

amenacen areas protegidas.
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CAPITULO 111
METODOLOGIA
3.1 Descripcidn del lago Yahuarcocha

Yahuarcocha se encuentra ubicado en la Provincia de Imbabura dentro de la jurisdiccion del
canton Ibarra, a una altitud aproximada de 2.200 m.s.n.m, En una fuerte depresion de origen
volcanico (Dummont, 1994), el estado de conservacion en cuanto a la flora es critico, debido
al fuerte impacto que ejercen las poblaciones asentadas a los alrededores de la microcuenca,
dichas poblaciones han alterado de manera irremediable la vegetacion natural y la ha
reemplazado con vegetacion de cultivos con especies ornamentales y especies de interés
economico como el Eucaliptus sp y Pinnus sp, las mismas que se pueden observar varias

plantaciones en la parte alta de la microcuenca (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion del lago Yahuarcocha
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La temperatura oscila entre los 7 y 16 °C y la baja precipitacion de la zona (hasta 3000 mm

anuales). Yahuarcocha presenta dos épocas climaticas: época lluviosa desde enero hasta mayo

y desde septiembre hasta diciembre y la época seca de junio hasta agosto (INAMHI, 2014). La

cercania de la ciudad de Ibarra con el lago ha provocado desplazamientos zonales de la

poblacién que ahora ha "colonizado" estas zonas para urbanizarlas, con lo que los remanentes

de la vegetacion han sido desplazados por otras actividades.
3.2. Metodologia

3.2.1 Establecimiento de puntos de muestreo

Como fase inicial se determind los diferentes puntos de muestreo de agua y sedimentos,

siguiendo la metodologia usada por el Instituto Nacional de Pesca en el afio 2003 que define

puntos de muestreo de acuerdo a la incidencia antropica, por ejemplo, puntos de descarga de

la poblacion, zona hotelera, zona recreativa, etc., estableciendo nueve estaciones de muestreo

(INP, 2003) (Figura 2).
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Las muestras de agua y sedimento en el Lago Yahuarcocha se tomaron de acuerdo a la
metodologia utilizada en por el instituto nacional de pesca en el afio 2003, fueron 9 puntos de
muestreo. Los puntos de muestreo seleccionados fueron los mas representativos del lago (Tabla
2). Este procedimiento con el fin de determinar la cantidad de metales pesados presentes en la
columna de agua y sedimento del ecosistema, una vez realizado que se obtuvo los resultados
de los analisis se pudo determinar las concentraciones de las diluciones a realizarse en los

bioensayos de laboratorio.

Tabla 2. Puntos de muestreo de la microcuenca del lago Yahuarcocha

Punto de Muestreo Cédigo de Profundidad
Muestra

Vertiente en parte alta de la microcuenca. P1 Superficial
Caida de agua en la parte media de la cuenca. P2 Superficial
Ingreso de aguas residuales Urbanas a la planta de P3 Superficial
tratamiento
Aporte de quebrada Polo Golo. 300 m antes del ingreso a P4 Superficial
la laguna.
Canal de aporte del rio Tahuando. 200m antes del ingreso P5 Superficial
a la laguna
Ingreso a la laguna P6 Superficial
Laguna, punto de descarga de la planta de tratamiento P7 Superficial
Laguna, punto de descarga de la planta de tratamiento P7 1 metro
Punto de mayor profundidad de la laguna P8 1 metro
Punto de salida de aguas de la laguna P9 Superficial

3.2.1.1 Muestreo de agua y sedimentos en el lago Yahuarcocha

En cada punto establecido se tomé muestras de agua superficial y a 1 metro de profundidad del
lago y una muestra de sedimento, el volumen de cada muestra fue considerado de acuerdo con
la metodologia de analisis, para el presente estudio fue plasma de acoplamiento inductivo
Espectrometria de masas (ICP-MS), posteriormente las muestras colectadas fueron enviadas al
laboratorio GRUENTEC establecido en la ciudad de Quito, dicha empresa cuenta con

acreditacion No. SAE LEN 18-004, otorgado por el servicio de acreditacion ecuatoriano. Para
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la conservacion de muestras de sedimentos se elabor6 una cadena de custodia para el muestreo y

transporte de las muestras de sedimentos que garanticen la integridad de las mismas (ASTM, 2000).

Las muestras se obtuvieron mediante un recorrido por la cubeta lacustre Yahuarcocha,
utilizando el GPS GARMIN con la proyeccion DATUM WGS84 17S. Las muestras se
obtuvieron con el muestreador de sedimento tipo Beckeer en un volumen de 50 cm de profundidad
de la columna vertical en el muestreador. Las muestras colectadas se las coloco en envases tipo
ziploc debidamente selladas y etiquetadas, posteriormente se coloc6 en un contenedor refrigerado
con gel refrigerante a 4°C (Cifuentes, 2016). Este procedimiento se realizd en cada una de las
estaciones definidas, en el lago y en el canal de abastecimiento proveniente del rio Tahuando,
al mismo tiempo se realizo el analisis fisico del agua en cada punto de muestreo usando el
equipo multiparametro YSI profesional plus, este procedimiento se realizd utilizando el bote
perteneciente al LABINAM, los datos obtenidos se registraron en la respectiva ficha de campo.

3.2.2 Muestreo de material vegetal

Para la obtencion de E. densa en el lago San Pablo, se procedié de acuerdo al texto Standard
Methods, en este texto indica que se puede realizar utilizando directamente las manos, si las
condiciones son favorables, caso contrario se puede utilizar algin artefacto que lo permita. Para
extraer los especimenes se debe asegurar que sean parecidos una de otra en lo posible, tanto en
grosor como en longitud y deben encontrarse en buen estado fitosanitario. Las muestras
colectadas fueron colocadas en recipientes que contengan agua del mismo ecosistema de donde
fueron extraidas (Lago San Pablo) hasta ser transportadas al Laboratorio de investigaciones
ambientales LABINAM.

3.2.2.1 Instalacién de biorreactores

En el laboratorio LABINAM, las muestras obtenidas fueron lavadas cuidadosamente con agua
destilada con la finalidad de depurar cualquier impureza que pueda inferir en los ensayos y en
posteriores analisis de los resultados. Las muestras de E. densa obtenidas en el Lago San Pablo,
fueron sometidas a un régimen de adaptacion de 7 dias. Las muestras vegetales que fueron
lavadas anteriormente fueron dispuestas en bonches de 6 tallos de E. densa cortadas en una
longitud de 30cm para determinar la tasa de crecimiento longitudinal en condiciones de

contaminacion por metales pesados (Figura 3).
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Figura 3. Tratamiento de muestras: a) limpieza de E.densa y b) medicion de muestras de E. densa

Posterior al periodo de adaptacion fueron sometidas a diluciones metélicas en recipientes de
vidrio de 5000 ml con tres concentraciones de metales pesados 5ppm, 10ppm y 15ppm, con
tres sales metélicas diferentes: nitrato de plomo Pb(NOz)2 , nitrato de cadmio Cd(NOs)2,
cromato de potasio K2CrO4 en el periodo de 15dias Se realizd 3 tratamientos con 3 repeticiones
y un control, el registro de crecimiento longitudinal se realizo al inicio y al final del

experimento (Figura 4).

Figura 4. Disposicion de muestras: a) Adaptacion E.densa y b) Toma de muestras de biorreactores

Las diluciones madre se realizaron a fin de obtener una concentracion neta de 1000ppm de (Pb,
Cr y Cd), posteriormente serdn afiadidas a cada bioreactor, para determinar el peso de la sal
metalica a diluir en 2000ml de agua destilada, la ecuacion se la realiza a través de una regla de
tres simple y esta determinada por los siguientes datos: masa molecular de la sal metalica, masa

atémica del elemento metélico y volumen.

masa molecular de sal metalica masa atomica de metal

X Volumen
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Despejando, la férmula:

masa molecular de sal metalica * V

X = P
masa atomica de metal

Formula para KoCrOa:
_ 194.19g/mol * 11

= 3.7

52g/mol 3739/t
Formula para Pb(NO3)2.

_331.2g/mol+1l 15970/l

= 2017.29/mol . 12979/
Formula para Cd(NOs)2:
236.42g/mol * 11
_ 9/ =219/l

112.41g/mol

Para la determinacion del volumen necesario de la solucién madre a afiadir en cada
biorreactor se realizé la siguiente ecuacion:
Cl«V1=C2%V2
Donde:
C1: ppm de solucion madre (1000mg/I)
C2: ppm deseado (5,10 y 15mg/l)
V1: x
V2: Volumen de solucién receptor (5000ml)

Despejando la formula:
C2xV2
1=
C1

Debido a que las soluciones madres para cada metal se encuentran a 1000mg/I, el volumen a
afiadir sera el mismo para las tres soluciones madre, asi:
Para afiadir S5ppm:

71 = Smg/l+5000ml 2Em]
T 1000mgyt ™

Para afadir 10ppm:
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10mg/l = 5000ml
= = 50ml
1000mg/1

Para afiadir 15ppm:

_ 15mg/l*5000ml

1=
v 1000mg /1 oml

Adicionalmente se instalo un ensayo que contenia agua de llave sin cloro, 6 tallos de E. densa
de 30 cm de longitud y en algunos de ellos se afiadié nutrientes durante 8 dias, con la finalidad
de poder determinar si la presencia de dichos nutrientes influye en el crecimiento. Para ello el
experimento se realizé en un lugar donde llegaba luz solar. Desde el primer tratamiento hasta
el sexto tratamiento se coloco las muestras vegetales Unicamente con agua, a partir del séptimo
tratamiento se afiadio 5.8ml de KNOs y 5.3ml Ca(NOz)2 Para determinar el porcentaje de
crecimiento del experimento se registrd el peso de cada bonche de E. densa, y la longitud de
los tallos antes y después del experimento.

3.2.2.2 Disefio experimental

Para el disefio experimental de los datos se realiz6 una prueba de estadistica de Fisher para
posteriormente realizar un andlisis de varianza 0 ANOVA basado a un criterio de clasificacion.
Para cumplir con el objetivo de determinar el grado de tolerancia de E. densa frente a los
metales pesados se disefid el siguiente modelo experimental, en donde las unidades
experimentales son los individuos de E. densa que seran seleccionadas cuidadosamente
garantizando equidad en peso y tamafio para cada una de las muestras extraidas. En cada
recipiente de vidrio de 5 litros de capacidad, la variable respuesta fue el porcentaje de
crecimiento longitudinal y biomasa que fueron registrados al inicio y al finalizar el proceso.
(Habib et al., 2019)(Tabla 3).

Tabla 3. Descripcion de tratamientos

N° Tratamiento Composicion

Control Agua + E. densa (Control)
Tratamiento 1 Agua + E. densa+ 5 ppm metal
Tratamineto 2 Agua + E. densa + 10 ppm metal
Tratamiento 3 Agua + E. densa + 15 ppm metal
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Se realizaron 3 tratamientos y 1 control, los tres tratamientos con diferentes concentraciones
metélicas y E. densa con las caracteristicas mencionadas en cada repeticion a evaluar, cada
tratamiento fue por triplicado, este procedimiento se aplicé para cada uno de los metales

pesados por separado (Figura 5).

T2R1 T3R1
Cr 10 ppm Cr 15 ppm

S

TI1R2 T2R2 T3R2
Pb 5 ppm Pb 10 ppm Pb 15 ppm| CONTROL

e
T1R3 T2R3 T3R3
Cd 5 ppm Cd 10 ppm Cd 15 ppm|

R e e

Figura 5. Disefio del experimento con unidades experimentales.

3.2.3 Redaccion de guia de aplicacion metodoldgica

Posterior a la fase de experimentacion en campo y laboratorio se obtuvo datos y resultados,
donde se evidencio la resistencia a 5ppm, 10ppm y 15ppm de sales metalicas que contenian,
plomo, cromo y cadmio, se procedid a realizar una guia de aplicacion metodoldgica, capaz de
ser reproducido y aplicado en sistemas acuéaticos afectados por contaminacion de metales

pesados.

Mediante revision bibliografica en la guia de aplicacion se detallé la metodologia utilizada para
la obtencién, manipulacion y descarte del material utilizado, ademas en la guia se detall6 las
condiciones ambientales idoneas para realizar esta experimentacién en laboratorio de acuerdo

a lo que sugiere Shengqui et al. (2012).
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3.4 Materiales y equipos

Para la presente investigacion se hace necesaria la utilizacion de varios materiales, para la
realizacion de los diferentes objetivos tanto para la fase de campo como para fase de laboratorio
(tabla 4).

Tabla 4. Materiales, equipos e insumos

Materiales de Campo Materiales de Materiales de
Laboratorio Oficina
ArcGis 10.4 12 cilindros de vidrio de 5000 mi Laptop
Bote Multiparametro YSI Papel bond
Botas de caucho Medidor de pH Marcadores
Badeador Agitadores Léapiz
Guantes quirurgicos Oxigenadores Libreta de campo
Céamara fotografica Nikon D2300 Cajas Petri Impresora
Transporte (camioneta) Bandejas de aluminio Esferos graficos
Cubetas Cinta métrica Fichas de campo
Fundas ziploc Agua destilada
Léapiz Pipetas de vidrio
Combustible Sales metalicas
GPS-Garmin 62 sc
Disco sechi
Pinzas
Ancla

Botellas plasticas
Tubos Falcon 50ml

Sedimentador de barra
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de niveles de plomo, cromo y cadmio en agua y sedimentos en el lago
Yahuarcocha

4.1.1 Determinacion de niveles de plomo, cromo y cadmio en la columna de agua del

lago Yahuarcocha

La cantidad de metales pesados presentes en la columna de agua, no representan mayor riesgo
de toxicidad, en ninguin punto muestreado la concentracion de metal pesado sobrepasa el limite
permisible establecido. Para el metal cadmio en las muestras analizadas existe una constante
en la cantidad del metal, las cuales son menores que 0.0002mg/l'y 0.001 mg/l en los diferentes
puntos de muestreo, para el metal cromo existen dos puntos donde la cantidad del metal
sobresale del resto, este metal pesado mas abundante en los puntos 2 y 3 con 0.0035mg/l y
0.012mg/I respectivamente. Para el metal plomo las cantidades resultan ser constantes, las
cantidades estan en un rango de 0.001mg/l y 0.0005mg/I en los diferentes puntos de muestreo
(Tabla 5).

Tabla 5. Descripcion de valores de metales totales en agua del lago Yahuarcocha

Metales/ Cadmio Cromo Plomo Unidad de medida  profundidad

puntos de

muestreo
P1 <0.0001 <0.0002 <0.0005 mg/l Superficial
P2 <0.0002 <0.0035 <0.001 mg/l Superficial
P3 <0.0002 0.012 <0.001 mg/l Superficial
P4 <0.0001 <0.0002 <0.0005 mg/l Superficial
P5 <0.0001 <0.0002 <0.0005 mg/l Superficial
P6 <0.0002 <0.0004 <0.001 mg/l Superficial
P7 <0.0001 <0.0004 <0.0005 mg/I Superficial
P7 <0.0002 <0.0002 <0.001 mg/I im
P8 <0.0002 <0.0004 <0.001 mg/I im
P9 <0.0002 <0.0004 <0.001 mg/l Superficial

Los resultados de los anélisis de las muestras de agua tomadas en los diferentes puntos
evidencian la presencia de metales pesados suspendidos en la columna de agua, si bien es cierto

las cantidades de metales pesados no sobrepasan los limites permisibles establecidas por la
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norma de calidad ambiental y de descargas de efluentes: recurso agua, Libro VVI. Anexo | (Tabla
6), no quiere decir que no se debe trabajar en biorremediacion, por lo tanto se hace necesaria
una intervencion, integral urgente al lago, con la finalidad de revertir el impacto que en la

actualidad presenta.

Tabla 6. 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.

Metales Limite méaximo permisible Cantidad maxima Unidad de
presente en medida
Yahuarcocha
Plomo - 0.001 mg/l
Cromo 0.05 <0.001 mg/I
Cadmio 0.001 0.0002 mg/l

Fuente: Modificado de: Norma de calidad ambiental y de descargas de efluentes: recurso
agua, Libro VI . Anexo |

Para el criterio de calidad de aguas destinadas para fines recreativos en ningin punto de
muestreo sobrepasa el limite permisible establecido de 0.1 mg/kg para los metales Pb, Cry Cd.
Resultados similares se registran en el estudio realizado por Garcia et al. (2005), los valores
encontrados para Cd 0.01mg/I - 1.45 mg/l y Pb 0.03mg/l — 0.59 mg/l, las cuales estan por debajo
de del limite permisible de la ley Boliviana (RMCH, 1995). Del mismo modo un estudio
realizado por Moreno et al. (2018), en el lago Titicaca-Peru, donde se estudié la presencia del
metal plomo, en este lago esta en el rango 0.001mg/l — 0.005 mg/l, lo cual indica que no
sobrepasa el limite permisible de referencia, El estudio realizado en el lago Titicaca y el

presente baso en la norma canadiense (ISQG).

Por otro lado, las consideraciones para establecer los puntos de muestreo del presente trabajo
resultan similares al estudio realizado por Farina, Pisapia, Gonzales, y Lasso (2013), en el rio
Cuyuni-Venezuela, quien se baso en directrices similares al presente trabajo de titulacion para
establecer sus puntos de muestreo, en efecto se identifico los lugares de mayor afluencia y
contacto antropogenico para determinarlos como puntos estratégicos de muestreo. La
intervencion antropogénica dentro de un ecosistema natural siempre significard un inminente
impacto y riesgo a un desequilibrio ecosistémico, de tal modo que se debe mejorar los habitos
de los visitantes y pobladores, a fin de preservar y manejar de manera sostenible estos espacios

que han sido descuidados.
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4.1.2 Evaluacion y determinacion de niveles de plomo, cromo y cadmio en el sedimento

del lago Yahuarcocha

De acuerdo a los resultados de los anélisis de metales pesados se evidencia la presencia de
metales pesados en el sedimento del lago, el cadmio es el metal pesado con menor presencia
en cada punto muestreado con cantidades inferiores de 0.2 mg/kg, seguido por el metal plomo
estando presente en el lago Yahuarcocha en el rango de 5.8mg/kg — 6.8 mg/kg, el metal pesado
maés abundante es el cromo con cantidades que van de 17mg/kg — 25 mg/kg, (Tabla 4). Si bien
es cierto, estos metales estan presentes en forma de sales metalicas solubles en agua, no hace
gue una intervencion no sea necesaria. En los lagos las concentraciones de metales pesados
dependen mucho de su distribucién y las fuentes principales naturales de estos elementos son
la meteorizacion y el lixiviado de las rocas y suelos de la cuenca. Por tal motivo se eligieron
tres puntos muestrales representativos del lago como lo son los puntos: P6, P7, P8 (Tabla 7).

Tabla 7. Descripcion de valores de metales totales en sedimentos del lago Yahuarcocha

Puntos de muestreo/ Metales Cadmio  Cromo Plomo Unidad de
medida

P7 0.2 17 6.8 mg/kg

P6 0.1 21 6.6 mg/kg

P8 <0.1 25 5.8 mg/kg

En Ecuador no existe normativa que regule los limites maximos permisibles de metales pesados
en sedimentos de rios ni lagos por lo tanto los resultados obtenidos se rigieron a lo establecido
en la norma canadiense (CEQG) basados en la guia Provisional de Calidad del Sedimento
(ISQG) y para Estados Unidos (NOAA, 199)(Tabla 8)

Tabla 8. Normas técnicas CEQG — ISQG, NOAA

Metal/Norma Cadmio Cromo Plomo Unidad de
medida

CEQG - ISQG 0.6 37.3 35 mg/kg

NOAA 0.1-03 7-13 4-17 mg/kg

Por lo tanto se evidencia que ninguno de los tres metales analizados sobrepasa los limites
permisibles para las normas referenciales asi: la cantidad méaxima del metal cadmio encontrada
en el sedimento del lago es 0.2 mg/kg en contraste con los 0.6 mg/kg y 0.3mg/kg de las

normativas canadiense y americana respectivamente, para el metal cromo se encontraron
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cantidades de 17mg/kg-25mg/kg en el lago Yahuarcocha, en contraste con los limites
permisibles que son: 37.3mg/kg y 13mg/kg para las normas canadiense y americana
respectivamente, por lo tanto en ningun caso los resultados obtenidos sobrepasa los limites
establecidos, para el metal plomo las cantidades obtenidas que estan en el rango de 5.8mg/kg-
6.8mg/kg, las mismas que no sobrepasan los limites maximos: 35mg/kg-17mg/kg establecidos

en las normas canadiense y americana respectivamente.

Por el contrario, en el estudio realizado por Rua, Flores y Palacios (2013), en el complejo de
humedales de Ayapel-Colombia indican que se encontraron con valores mucho mayores 11.8
mg/kg Pb y 93.4 mg/kg Cr de concentracion de estos metales pesados, claramente indican que
la presencia de la industria minera principalmente la industria aurifera, es la que mayor impacto

con metales pesados provoca al sistema hidrico de la region.

En otras latitudes del mundo también se ha demostrado interés por este tipo de estudios,
muestra de aquello es el estudio realizado por Lu y Cheng (2011), donde se estudiaron tres
lagos eutrofizados de China (Tai, Nansi y Baiyangdian) donde los valores encontrados para los
metales pesados analizados presentan un alto riesgo sanitario para el ser humano y para quienes
estan en contacto con las aguas de estos tres lagos, se estudio a los elementos (Cu, Zn), los
valores son: 18.9 mg/kg-22.7 mg/kg y 30.5mg/kg Cu 'y 59.2 mg/kg-64.03 y 71.4 mg/kg Zn, los
cuales contrastan con los valores presentes en Yahuarcocha. Es evidente la problemaética hacia
los cuerpos de agua y humedales que enfrentan territorios donde existe contaminacion por
metales pesados, por ello es urgente la intervencion de las autoridades pertinentes. Dada la
inexistencia de una ley importante para cualquier pais, en Ecuador se hace necesaria y urgente
la creacion de una ley que controle los limites permisibles de contaminantes de sedimentos en

ecosistemas acuaticos.
4.2Tolerancia de E. densa a diferentes concentraciones de Pb, Cry Cd

Los resultados obtenidos al finalizar la etapa de evaluacién fueron registrados a fin de aplicar
los métodos estadisticos pertinentes para este tipo de experimentacion (ANOVA) basado en a

un criterio de clasificacion
4.2.1. Evaluacion de crecimiento de E. densa en laboratorio

Previo a la exposicion frente a los metales pesados se realizd un estudio de evaluacion de la
tasa de crecimiento de E. densa en presencia de nutrientes aportantes de calcio, potasio y
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nitrdgeno KNO3z y Ca(NO3)2 Se evidencio que los nutrientes influyen positivamente en la tasa
de crecimiento de la macrofita. La diferencia en la longitud inicial y final de las macrdéfitas es
evidente en funcion de los nutrientes utilizados a partir del séptimo tratamiento, podemos
observar que el promedio de longitud supera la tendencia de 32 cm para llegar a medir hasta

34 cm, lo mismo sucede en las diferencias del peso inicial y peso final (Tabla 9).

Tabla 9. Tratamientos realizados en laboratorio

N° Composicion Longitud Peso Peso Longitud

tratamiento (cm) inicial final final Prom
(gr) (gr) (cm).
1 Elodea + agua 30 14.96 17.37 32.83
2 Elodea + agua 30 16.64 17.87 32.42
3 Elodea + agua 30 16.19 18.68 33.38
4 Elodea + agua 30 16.43 18.26 32.73
5 Elodea + agua 30 14.38 15.93 32.77
6 Elodea + agua 30 16.84 18.42 32.38
7 Elodea + agua + nutrientes 30 19.86 20.36 33.68
8 Elodea + agua + nutrientes 30 17.61 19.26 34.42
9 Elodea + agua + nutrientes 30 14.9 18.96 34.12
10 Elodea + agua + nutrientes 30 15.65 18.35 34.15
11 Elodea + agua + nutrientes 30 18.87 19.05 34.88
12 Elodea + agua + nutrientes 30 19.56 22.7 33.92

En condiciones de laboratorio el crecimiento de E. densa se ve limitado a varios factores como:
luz solar, nutrientes, temperatura, en el trabajo realizado por Shengqui et al. (2012) se trabajé
en incubadoras controladas en la cual se mantuvo fotoperiodos de 12 horas de luz con
intensidad luminica de 6.5001x y 12 horas de oscuridad, temperatura de 25°C, estas condiciones
optimizan el desarrollo de las plantas para aplicarlas en este tipo de investigacion. En
condiciones naturales la tasa de crecimiento y supervivencia depende de varios factores tales
como, disponibilidad de nutrientes, nivel de conservacion del medio, en algunas latitudes del
mundo este género es considerada una plaga debido a la sobrepoblacién existente mientras que
en otros puntos su poblacion se ha ido disminuyendo y en el peor de los casos ha llegado a

desaparecer.

4.2.2 Tolerancia de E. densa frente a plomo
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Para el primer bioensayo se utilizo nitrato de plomo Pb(NO3)2 como agente contaminante . Se
realizd 3 tratamientos con concentraciones de 5ppm, 10 ppm y 15 ppm y los respectivos
controles por triplicado cada uno. En el tratamiento expuesto a 5 ppm de Pb(NO3). las muestras
vegetales registraron un promedio de 34.77cm de longitud, este tratamiento resulto ser el de
menor desarrollo longitudinal, en contraste a las muestras vegetales del control que registraron
un promedio de 39.66cm de longitud, en un rango intermedio se encuentra los tratamientos que
fueron expuestos a 10ppm y 15ppm de material contaminante, se registraron promedios de
35.38cm y 35.61cm de desarrollo longitudinal respectivamente (Tabla 10).

Tabla 10. Registro de longitud a diferentes porcentajes de nitrato de plomo Pb (NO3).

Tratamiento Tratamiento Tratamiento Control

1 (cm) 2 (cm) 3 (cm) (cm)
30 35 35 41
42 42 30 37
41 38 32 33
39 44 39 43
39 30 31 42
30 30 44 37
36 38 36 37
36 34 35 38
33 30 34 40
34 34 42 37
30 36 39 38
34 30 35 42
33 41 30 45
38 39 43 44
30 30 30 39
32 30 35 38
38 40 37 41
31 36 34 42

Nota: T1= Tratamiento expuesto a 5ppm del metal. T2= tratamiento expuesto a 10ppm del metal. T3=
tratamiento expuesto a 15ppm del metal. C= tratamiento de control sin exposicién a contaminantes. += Desv.
Estandar.

Finalizada la investigacién se determina el alto grado de tolerancia de la especie E. densa
frente a diferentes concentraciones de plomo a nivel de laboratorio, al concluir el periodo de
evaluacion no se registr0 cambios ni alteraciones fisiolégicos ni mortalidad del material
vegetal utilizado, el rango de crecimiento del material expuesto al metal plomo esta entre 4cm

y 5¢cm de longitud.

En el estudio realizado por Harguinteguy, Pignata y Fernandez, (2015), se evalla la
resistencia de Myriophyllum aquaticum y Egeria densa, al ser expuestas a 10ppm, 15ppm y

20ppm de niquel, plomo y zinc en condiciones controladas de laboratorio, la especie M.

27



aquaticum resulto presentar mayor resistencia que E. densa, sin embargo al finalizar el estudio
se determina que las dos especies estudiadas no presentaron alteraciones fisiologicas en su
composicion y mucho menos mortandad, lo cual indica la vialidad de estas especies en la
utilizacion de procesos de biorremediacion de ecosistemas contaminados con metales

pesados.

En contraste con la presente investigacion Maleva et al. (2018) realizan un estudio de corta
duracién (48h), evaluando a E. densa y Ceratophyllun demersum. Sometiéndolos a 10ppm de
niquel y 10ppm de cobre, de forma separada y de forma combinada con 2mm de urea, las dos
especies demostraron un alto potencial de resistencia y acumulacion de los metales pesados,
registrando el 35% de acumulacién para el metal niquel y 15% de acumulacion para el metal
cobre. Por lo tanto, las macrofitas acuaticas estudiadas resultaron ser potencialmente buenos
agentes fitorremediadores de cuerpos de agua, la adicion de una fuente de nitrégeno organico
en forma de urea en una concentracion ambientalmente relevante aumentara la eficiencia de

la fitoextraccion de metales.

Una vez que se obtuvo el promedio longitudinal para cada tratamiento en funcion del
porcentaje afiadido del agente contaminante Pb (NOs). se obtiene los datos de la desviacion
estandar (Tablall)(Figura 6).

Tabla 11. Determinacion de desviacion estandar para tratamiento con nitrato de plomo Pb (NOs);

Tratamiento  Repeticion ppm  Long. Inicial (cm) Long. final (cm) es?;r?gér
R1 5 30
T R2 5 30 34.77 3.9
R3 5 30
o R1 10 30
R2 10 30 35.38 47
R3 10 30
o R1 15 30
R2 15 30 35.61 43
R3 15 30
c1 0 30
CONT. Cc2 0 30 39.66 3.0
c3 0 30
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Crecimiento Egeria densa vs Plomo (Pb)
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Figura 6. Registro del crecimiento longitudinal de E.densa frente a Pb.
Nota: I= Tratamiento inicial, C= tratamiento de control sin exposicion a contaminantes, += Desv. estandar

El experimento realizado para observar si tres variaciones de ppm de plomo afectan el

crecimiento en la longitud del tallo, para lo cual tenemos la siguiente informacion (Tabla 12).
Factor: Plomo

Tratamiento: Variaciones ppm y tratamiento de control.

Unidad Experimental: E. densa.

Variable Respuesta: Longitud del tallo.

Nivel de Significancia: 0.005

Modelo Matematico: X;; - u +o;+ Ej;
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Tabla 12. Anlisis de varianza para tratamiento con Pb (NOs),

. Promedio Valor
rigen de | m r . o
?/aEiZciiieis ci:drzggs (Sliggﬁczge de los F Probabilidad  critico

cuadrados para F
Entre grupos 0.0268 3 0.0089 5.3773 0.0022 2.7395
Dentro de los
grupos 0.1133 68 0.0016
Total 0.1402 71

Ho: No existe diferencia significativa, en la longitud del tallo entre las diferentes variaciones
ppm del plomo.

Ha: Si existe diferencia significativa, en la longitud del tallo entre las diferentes variaciones

ppm del plomo.

Estadistico de Prueba

CME

Fc= ——
€= CMR

Criterio de Decision

Se rechaza Ho si: Fc = Fty 11
Fc=5.37

Ft=2.73

Se rechaza la Hipdtesis Nula, debido a que Fc es mayor a Ft con un nivel de significancia de
5%, por lo que se concluye que, si existe diferencia significativa entre las diferentes variaciones

de ppm de sales de cromo, por lo que inciden en la longitud del tallo.
4.2.3 Tolerancia de E. densa frente a cadmio

Se realizé un bioensayo utilizando nitrato de cadmio Cd(NOs)2 , utilizando concentraciones
de: 5ppm, 10ppm y 15ppm. Para este metal pesado se registré un crecimiento longitudinal que
esta en el rango de 31.50cm-40.44cm. El tratamiento con el menor coeficiente de crecimiento
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longitudinal fue el expuesto a 15ppm del agente contaminante, registrando un promedio de
31,50cm de longitud, en contraste el tratamiento que sirvié de control fue el de mayor
coeficiente de crecimiento longitudinal alcanzando un promedio de 40,44cm de longitud, para
los tratamientos que fueron expuestos a 5ppm y 10ppm del metal contaminante se registraron

promedios de 32cm,38cm y 32,55cm respectivamente (Tabla 13).

Tabla 13. Registro de longitud (cm) a diferentes porcentajes de nitrato de cadmio Cd(NOs).

T1 T2 T3 C

0.30 0.33 0.30 0.55
0.34 0.30 0.31 0.35
0.33 0.32 0.31 0.36
0.32 0.34 0.33 0.40
0.32 0.33 0.31 0.42
0.30 0.32 0.31 0.37
0.34 0.32 0.33 0.40
0.33 0.31 0.33 0.30
0.33 0.34 0.32 0.36
0.32 0.34 0.31 0.30
0.31 0.31 0.30 0.50
0.32 0.30 0.31 0.48
0.34 0.32 0.31 0.40
0.34 0.34 0.32 0.50
0.31 0.35 0.32 0.38
0.30 0.34 0.31 0.39
0.35 0.31 0.30 0.40
0.33 0.34 0.34 0.42
0.32 0.33 0.32 0.40

Nota: T1= Tratamiento expuesto a 5ppm del metal. T2= tratamiento expuesto a 10ppm del metal. T3=
tratamiento expuesto a 15ppm del metal. C= tratamiento de control sin exposicién a contaminantes. += Desv.
Estandar.

E. densa al ser expuestas al metal cadmio presentd una considerable reduccion en la tasa de
crecimiento longitudinal en comparacion con los tratamientos que fueron expuestos al metal
plomo a 5ppm, 10ppm y 15ppm, Sin embargo no presentd alteraciones fisioldgicas ni
mortalidad de los ejemplares.

En el estudio de Zouainia et al. (2016) se evalUa a la especie Elodea canadensis. Este estudio
examina la toxicidad del cadmio en E. canadensis, con el objetivo de estudiar los efectos

dafinos de la exposicion prolongada al cadmio en hojas de E canadensis evaluando durante
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7 y 14 dias con diferentes concentraciones de cadmio 10ppm, 20ppm, 40ppm, 80ppm,
160ppm. Estos efectos se han estudiado midiendo el crecimiento de las plantas, las actividades
fotosintéticas y los efectos del estrés en respuesta a la exposicion al cadmio. En este
documento de referencia se concluye que el cadmio es tdxico en forma dependiente de la
concentracion para las macrofitas sumergidas. El proceso fisioldgico y bioquimico en las
plantas se vio afectado significativamente por el estrés que genera el cadmio. Para hacer frente
al estrés oxidativo inducido por cadmio, Elodea canadensis adopta estrategias de defensa
mediante la activacion de algunos biomarcadores de estrés (actividad de GSH y GST) para

disminuir los efectos de las especies reactivas de oxigeno.

En la fase de ambientacidn del material vegetal colectado se utilizo nutrientes aportantes de
nitrégeno y fosforo, los mismos que ayudan a las plantas a estar en condiciones dptimas para
la evaluacion. En el estudio de Pestana et al. (2017) plantea que utilizar fertilizantes aportantes
de nitrogeno y fdsforo aporta en la capacidad de absorcién del metal cadmio que puede
lixiviarse en ambientes acuaticos, por ello se somete a E. densa a 3ppm y 5ppm de cadmio
frente a proporciones de 5, 10 y 100 veces mayor en contenido de nitrégeno y fosforo que del
ecosistema de donde se extrajo el material vegetal. Después de realizar analisis de
concentraciones de pigmento cloroplastidico se determina que la acumulacién de cadmio por
E. densa se realiza en condiciones donde la disponibilidad de nitrégeno y fosforo es 10 veces

mayor al original.

Una vez que se obtuvo el promedio longitudinal para cada tratamiento en funcién del
porcentaje afiadido del agente contaminante Cd(NOs). se obtiene los datos de la desviacion
estandar (Tabla 14)(Figura 7).

Tabla 14. Determinacion de desviacion estandar para tratamiento con nitrato de cadmio Cd (NOs)

Tratamiento  Repeticion opm Long. Inicial PROM. Long, final Desv.

(cm) (cm) estandar

R1 5 30

T1 R2 5 30 32.38 1.49
R3 5 30
R1 10 30

T2 R2 10 30 32.55 1.49
R3 10 30
R1 15 30

T3 R2 15 30 31.50 111
R3 15 30
R1 0 30

CONT R2 0 30 40.44 6.51
R3 0 30
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Crecimiento Egeria densa vs Cadmio (Cd)
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Figura 7. Registro del crecimiento longitudinal de E. densa frente a Cd.
Nota: I= Tratamiento inicial, C= tratamiento de control sin exposicién a contaminantes, += Desv. estandar.

El experimento realizado para observar si tres variaciones de ppm de cadmio influyen en el

crecimiento en la longitud del tallo, para lo cual tenemos la siguiente informacion (Tabla 15).
Factor: Cadmio.

Tratamiento: Variaciones ppm y tratamiento de control.

Unidad Experimental: E. densa.

Variable Respuesta: Longitud del tallo.

Nivel de Significancia: 0.005

Modelo Matematico: X;; - u +;+ Ej;
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Tabla 15. Andlisis de varianza para tratamiento con Cd(NOs).

. Grados Promedio Valor
?/ggizr(l:i?)iclezs ci::jnrzggs de de los F Probabilidad  critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.0940 3 0.0313 24,5765 6.9545 2.7395
Dentro de los
grupos 0.0867 68 0.0012
Total 0.1808 71

Ho: No existe diferencia significativa, en la longitud del tallo entre las diferentes variaciones

ppm del cadmio.

Ha: Si existe diferencia significativa, en la longitud del tallo entre las diferentes variaciones

ppm del cadmio.

Estadistico de Prueba

CME

Fc= ——
€= CMR

Criterio de Decision

Se rechaza Ho si: Fc = Fty 112

Fc=24.57
Ft=2.73

Se rechaza la Hipotesis Nula, ya que Fc es mayor a Ft con un nivel de significancia de 5%, por
lo tanto, si existe diferencia significativa entre las diferentes variaciones de ppm de sales de

cadmio, es decir que inciden en la longitud del tallo.
4.2.4 Tolerancia de E. densa frente a cromo

Para la sal metalica cromato de potasio (K2CrOgs) se utilizd bioensayos de: 5ppm, 10ppm y

15ppm. En el experimento con concentracion de 5ppm de K2CrOa, se registré un promedio de
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crecimiento de 34.44cm de crecimiento longitudinal, en contraste el tratamiento que sirvié de
control registré el mayor coeficiente crecimiento longitudinal llegando al promedio de 37.16cm
de longitud, los tratamientos que fueron expuestos a 10ppm y 15ppm del metal pesado
registraron un coeficiente de crecimiento longitudinal de 35.88cm y 35.05cm respectivamente
(Tabla 16).

Tabla 16. Registro de longitud (cm) a diferentes porcentajes de K,CrOs

T1 T2 T3 C

0.45 0.30 0.44 0.31
0.31 0.45 0.30 0.46
0.30 0.30 0.32 0.52
0.45 0.31 0.38 0.47
0.37 0.46 0.30 0.50
0.34 0.44 0.33 0.31
0.30 0.41 0.41 0.31
0.30 0.42 0.32 0.34
0.30 0.41 0.42 0.46
0.31 0.30 0.32 0.34
0.42 0.41 0.35 0.35
0.30 0.30 0.41 0.32
0.40 0.30 0.32 0.31
0.34 0.31 0.32 0.36
0.30 0.34 0.32 0.33
0.32 0.34 0.36 0.33
0.38 0.31 0.34 0.31
0.31 0.35 0.35 0.36

Nota: T1= Tratamiento expuesto a 5ppm del metal. T2= tratamiento expuesto a 10ppm del metal. T3=
tratamiento expuesto a 15ppm del metal. C= tratamiento de control sin exposicién a contaminantes. += Desv.
Estandar.

Para el metal cromo se registrd un rango de crecimiento de 4cm y 5cm en los tratamientos
expuestos a 5ppm, 10ppm y 15ppm, para este metal la capacidad de tolerancia fue similar a los
evaluados con los metales plomo y cadmio, no se registrd cambios fisioldgicos ni mortalidad

del material vegetal evaluado.

La versatilidad de la especie E. densa en procesos de fitorremediacion frente a metales pesados
a nivel de laboratorio es muy alta, Jaramillo, Zapata y Marulanda (2015) evalian muestras de
Egeria sp. de entre 35cm y 36¢cm, sometiendolos a concentraciones de 0.39ppm, 1.55ppm y
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6.25ppm, obteniendo un gran desempefio, llegando a remover inclusive hasta el 100% del metal

en los ensayos sometidos a 1.55ppm, sin presentar marchitez ni mortandad en las especies.

Se ha demostrado la gran capacidad de resistencia de E. densa frente a diferentes
concentraciones de metales pesados, tal es el caso de la investigacion de Abu et al (2013) donde
se evalUa tres especies macrofitas (Cabomba piauhyensis, Egeria densa, Hydrilla verticillata)
durante un periodo de 14 dias en condiciones hidropdnicas, siendo sometidas a residuos
mineros con contenido de zinc, arsénico y aluminio. Los resultados muestran que E. verticillata
y E. densa son capaces de acumular 95.2% de arsénico y 93.7% de zinc, mientras que C.
piauhyensis demostr6 mejor desempefio con el aluminio, acumulando 83.3%. La capacidad de
estas plantas para acumular los metales estudiados y sobrevivir a lo largo del experimento
demuestra el potencial de estas especies para remediar aguas contaminadas con metales

pesados especialmente para efluentes de drenaje de minas.

Una vez que se obtuvo el promedio longitudinal para cada tratamiento en funcion del porcentaje
afiadido del agente contaminante K>CrO4 se obtiene los datos de la desviacion estandar (Tabla
17)(Figura 8).

Tabla 17. Determinacion de desviacion estandar para tratamiento con cromato de potasio K,CrO4

Tratamientos Repeticiones ppm Long Promedio Desv.
inicial Long. Final estandar
(cm) (cm)
R1 5 30
T1 R2 5 30 34.44 5.37
R3 5 30
R1 10 30
T2 R2 10 30 35.88 6.03
R3 10 30
R1 15 30
T3 R2 15 30 35.05 4.34
R3 15 30
R1 0 30
CONTROL R2 0 30 37.16 7.34
R3 0 30
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Crecimiento Egeria densa vs Cromo (Cr)
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Figura 8. Registro del crecimiento longitudinal de E.densa frente a Cr.
Nota: I= Tratamiento inicial, C= tratamiento de control sin exposicién a contaminantes, += Desv. estandar

El experimento realizado para observar si tres variaciones de ppm de cromo afectan el

crecimiento en la longitud del tallo, para lo cual tenemos la siguiente informacion (Tabla 18).
Factor: Cromo

Tratamiento: Variaciones ppm y tratamiento de control.

Unidad Experimental: E. densa.

Variable Respuesta: Longitud del tallo.

Nivel de Significancia: 0.005

Modelo Matematico: X;; - u +o;+ E;;
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Tabla 18. Andlisis de varianza para tratamiento con K>CrO4

. Grados Promedio de Valor
?/ggiixr::igiflezs ci::jnriggs de los F Probabilidad critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.0074 3 0.0024 0.7235 0.5413 2.7395
Dentro de los
grupos 0.2347 68 0.0034
Total 0.2422 71

Ho: No existe diferencia significativa, en la longitud del tallo entre las diferentes variaciones
de ppm del cromo.

Ha: Si existe diferencia significativa, en la longitud del tallo entre las diferentes variaciones

ppm del cromo.

Estadistico de Prueba

CME

Fc= ——
€= CMR

Criterio de Decision

Se rechaza Ho si: Fc = Fty 112

Fc=0.72

Ft=2.73

Se acepta la Hipotesis Nula, debido a que Fc es menor a Ft con un nivel de significancia de
5%, por lo que se concluye que no hay diferencia significativa entre las diferentes variaciones

de ppm de sales de cromo y no inciden en la longitud del tallo.
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4.3 Disefo de guia sobre la aplicabilidad de fitorremediacion con E. densa para cromo,

plomo y cadmio

La fitorremediacién aprovecha la capacidad de ciertas plantas para absorber, acumular,
metabolizar, volatilizar o estabilizar contaminantes presentes en el suelo, aire, agua o
sedimentos como: metales pesados, metales radioactivos, compuestos organicos y compuestos

derivados del petroleo.

En el presente protocolo de aplicabilidad se plasman los procedimientos especificos que se
debe realizar para replicar el mismo estudio por las personas interesadas en profundizar este
tipo de investigaciones, los datos que se plasman en la guia de aplicabilidad son: tipo de
investigacion, recopilacion de datos, analisis de datos, herramientas y materiales utilizados.
Para poder realizar una guia realmente Util se debe tomar en cuenta, particularidades,
requerimientos y demas aspectos de las especies a evaluar al momento de realizar los ensayos

de laboratorio, caso contrario se puede estar difundiendo informacion no veridica al publico.

Se puede aseverar a las guias de aplicabilidad de accion como un conjunto de pasos y normas
que debemos ejecutar cuando existen ciertas situaciones, ya sean circunstancias de crisis o
simplemente rutinas productivas basadas en dicho protocolo. La importancia de la
actualizacion de las guias de aplicacion en todos los campos posibles es de gran importancia,
siempre tomando en cuenta la voz de los expertos y la evidencia cientifica para fortalecer las
estrategias de colaboracion y avance de las mismas. Asi, podemos entender el protocolo de
accion como un conjunto de pasos y normas que debemos ejecutar cuando existen ciertas
situaciones, ya sean circunstancias de crisis o simplemente rutinas productivas basadas en el

protocolo.
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INTRODUCCION

En la actualidad la problematica de
la contaminacion de los ecosistemas
ha afectado gravemente a ellas,
puede afectar principalmente a los
recursos hidricos, los principales
elementos contaminantes desde un
punto de vista global son: materia
organica, organismos patogenos
presentes en aguas residuales,
pesticidas y fertilizantes utilizados
en las actividades agricolas y
metales pesados generalmente
producto de procesos mineros e
industriales. Segun el informe de la
ONU la contaminacion de cuerpos
de agua es uno de los principales
problemas a nivel mundial, tanto en
ecosistemas acuaticos continentales
como en maritimos.

Las malas practicas ambientales de

pobladores y la deficiente o
inexistente normativa legal es el
puntal mas critico que deriva en la
contaminacion de  ecosistemas
acuaticos. Por procesos geologicos y
de régimen hidrico los
contaminantes terminan
depositados en los  sistemas
lacustres, principalmente por
accion de la escorrentia, de este
modo es nuestro deber como
academia insistir en que se realice
las acciones necesarias para reducir
este tipo de contaminacion en la
fuente.
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IMPORTANCIA

IMPORTANCIA DE LA
FITOREMEDIACION CON
ESPECIES MACROFITAS.

La importancia de este tipo de
remediacion radica en el balance
costo beneficio que brinda esta
metodologia, la fitorremediacion se
ha convertido en una tecnologia
sostenible y rentable que utiliza
plantas a fin de minimizar el
potencial de peligro de
contaminacion en cuerpos de agua,
aire y tierra (Mallick, 2003; De
Olivera, 2004; Audet y Charest,
2007). Existen algunas variantes de
esta tecnologia aplicable a sistemas
contaminados con metales pesados
como: fitoextraccion,
fitoatransformacion,
fitoestabilizacion y rizofiltracion,
fitovolatilizacion . Estas variantes se
pueden realizar a nivel de
laboratorio para posteriormente
proponer estrategias de
fitorrestauracion que no es otra
cosa mas que la repoblacion de
flora especializada en la areas
degradadas, principalmente con
especies de rapido crecimiento
(Robinson et al., 2006; Jing, He y
Yang, 2007).

No Proceso Mecanismo Contaminante
1 Rizofiltracion Acumulacioén en raices Organico e inorganico
2 Fitoestabilizacion Complejacion Inorgéanico
3 Fitoextraccion Hiperacumulacion Inorganico
4 Fitovolatilizacion Volatilizacién por hojas Organico e inorganico
5 Fitotransformacién ~ Degradacion en la planta Organico

4
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GENERO EGERIA.

Planta herbacea acuatica, sumergida
excepto las flores. Presenta tallos de
hasta 2m de largo, con hojas lanceoladas
Phylum: Magnoliophyta de 1-4 cm de largo por 2-5 mm de ancho.
Sus flores blancas tienen tres pétalos que

Reino: Plantae

Clase: Liliopsida

se disponen al final de un largo pedtanculo
Orden: Alismatales y flotan en el agua. Se reproduce
principalmente de forma vegetativa, pues
los fragmentos de los tallos se
Género: Egeria transportan y  enraizan  facilmente
(Alarcon-Elbal, 2013).

Familia: Hydricharitacea

Especie: Egeria densa

Nombre comun: Elodea

AMBITO DE APLICACION

La presente investigacion esta dirigida a profesionales,
estudiantes y publico en general interesado/a en la aplicacidn
de técnicas de biorremediacion de aguas contaminadas por
metales pesados.

MATERIALES Y EQUIPOS: REACTIVOS:

*Bote eNitrato de plomo Pb (NO3)2

*Cubetas eNitrato de cadmio Cd (NO3)2
*Traje de neopreno *Cromato de potasio K2CrO4

*Pipetas de vidrio *Agua destilada

Cinta métrica *Acido nitrico

*Agitadores

*Tubos falcon 50ml
*Recipientes de vidrio 5000ml
*Tijera

*Pinzas

*Estufa

*GPS

*Material vegetal

*Bandejas de aluminio

Nota: En el presente documento se presenta la
metodologia, datos obtenidos y condicionantes con
las cuales se desarrollé la investigacion, se espera
que sirva de guia para futuras investigaciones
similares, acondicionandolo a su necesidades
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FLUJOGRAMA

\
SELECCION DE DESTINO FINAL
TRANSPORTE MATERIAL EVALUACION 'mm‘ DEL MATERIAL
VEGETAL UTILIZADO
> P N 4

NCRMAS DE SEGURIDAD

Las medidas de Seguridad en Laboratorios son un conjunto de medidas preventivas
destinadas a proteger la salud de los que allf se desempeﬁan frente a los riesgos propios
derivados de la actividad, para evitar accidentes ) contaminaciones tanto dentro de
su dmbito de trabajo, como bacia el exterior.

Conocer la ubicacion de elementos de seguridad dentro del labomtorio, extintor,
botiqutn, lavabo, etc.

=

No: comer, beber, fumﬂr [ maquillarse.

/
No guardar alimentos en el laboratorio '
Usar vestimenta apropiada, cabello recogido, evitar el uso de colgantes
Usar guantes para evitar el contacto con sustancias qm'mims [4 bio[égims
Etiquetar correctamente todo

En caso de existir gases 0 vapores, usar respimdores (No soN 100)
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FASE DE

CAMPO

OBTENCION DEL MATERIAL
VEGETAL

TRANSPORTE DEL
MATERIAL VEGETAL

Las muestras colectadas deben ser
colocadas en cubetas que contengan agua
del mismo medio de donde fueron extraidas,
y transportarlas al lugar destinado a los
experimentos.

Una vez que el material vegetal se encuentre
en el lugar de destino, se deben lavar
cuidadosamente con agua destilada, a fin de
depurar las impurezas que podrian inferir en
los analisis posteriores.

* La extraccion del material vegetal se debe

realizar de acuerdo a la disponibilidad de la
misma, puede ser extraida de un medio
natural o a la vez puede ser adquirida en
algin acuario.

Cuando las muestras vegetales son tomadas
de un medio natural, se las puede extraer
cuidadosamente con las manos o con algin
artefacto si las condiciones lo ameritan, de
acuerdo a lo que refiere el texto Standard
Methods.
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FASE DE
LABORATORIO

AMBIENTACION

El material vegetal colectado se coloca en
frascos de aproximadamente 4cm de
diametro y 10cm de alto que contiene arena
para mayor fijacion, posteriormente se los
coloca en recipientes con agua de llave sin
cloro (dejar reposar por 48 horas) y anadir
nutrientes para garantizar su supervivencia,
en el presente estudio se anadio 5.8ml de
KNO, y 5.3ml Ca(NO)2 con la finalidad de
satifacer las demandas internas de las
muestras vegetales hasta su uso en las
evaluaciones frente a los metales pesados.

En este tipo de cultivos todos los elementos esenciales se suministran a las plantas
disolviendo las sales fertilizantes en agua para preparar la soluciéon de nutrientes. La
eleccion de las sales que deberan ser usadas depende de un elevado namero de factores.
La proporcion relativa de iones que debemos anadir a la composiciéon se comparara con la
nacesaria en la formulaciéon del nutriente; por ejemplo, una molecula de nitrato potasico
KNO; proporcionara un iéon de potasio K+ y otro i6n de nitrato NO;-, asi como una
molecula de nitrato calcico Ca(NO)2 nos aporta un ion calcico Ca ++ y dos iones de nitrato.

De acuerdo a Shengqui et al. (2012) las condiciones mas favorables para realizar este

proceso son las siguientes:

Temperatura ambiental — 25°C.

Exposicion a luz — 12 horas de luz.

intensidad luminica— 6.500Ix
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SELECCION DE MATERIAL
VEGETAL

Las macrofitas deben ser cuidadosamente
seleccionadas, verificando que se
encuentren en buen estado fitosanitario y
procurando uniformidad en el tamafo,
posterior a esto se debe tomar la cantidad
idonea para el volumen y armar bonches
para la respectiva evaluacion.

En este caso de estudio se utiliz6 tallos de 30cm de longitud, si el caso lo amerita se puede
recortar para obtener tallos del tamafo deseado.

Se coloco6 6 tallos de E. densa en cada frasco, compactado en la base con arena y sellados
con parafilm. con la finalidad de fijar al maximo las muestras en el fondo del frasco de
vidrio.

BIOENSAYOS

Dependiendo del disefio experimental se debe
colocar la cantidad de reactores
experimentales, con las diferentes
concentraciones de metales pesados y el
material vegetal, evaluar periédicamente los
valores de ph y temperatura, ademas se debe
mantener una constante agitacion a fin de
evitar que las sales metalicas precipiten.

Para la presente investigacion se utiliz6 12 de cilindricos de vidrio de 51t de capacidad, se
utiliz6 3 envases de vidrio para cada concentracion metalica (5ppm, 10ppm y 15ppm)
adicional se colocé 3 envases sin ninguna concentracién metalica que sirvieron como
controles.

Los valores de ph y temperatura se registr6 diariamente utilizando el equipo
multiparametro YSI.
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CONCENTRACIONES
METALICAS

Se realiz6 diluciones madre a fin de obtener
una concentracion neta de 1000ppm de (Pb,
Cr y Cd), posteriormente seran afadidas a
cada bioreactor, para determinar el peso de
la sal metalica a diluir en 1000ml de agua
destilada, la ecuacion se la realiza a través de
una regla de tres simple y estd determinada
por los siguientes datos: masa molecular de
la sal metalica, masa atomica del elemento
metalico y volumen.

A continuacion las ecuaciones:

masa molecular de sal metalica masa atémica de metal

X =

*
x Volumen

Despejando la féormula:

masa molecular de sal metalica * Volumen

masa atoémica de metal

Formula para K,CrOy:

_194,19g/mol * 11

Férmula para Pb(NO;)2:

Formula para Cd(NOs)2:

52g/mol =3.73g/1
~ 331,2g/mol * 11 T
= 201729 mol 979/
236,42g/mol * 11
= 9/ —2,1g/1
112,41g/mol
10
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Para la determinacién del volumen necesario de la solucion madre a
anadir en cada bioreactor se realiz06 la siguiente ecuacion:

Cl*V1=C2%V2

Donde:

Cl: ppm de solucién madre (1000mg /1)

C2: ppm deseado (5,10 y 15mg /1)

VI1: x

V2: Volumen de solucion receptor (5000ml)

_C2xV2

Despejando la formula: V1 Cc1

Debido a que las soluciones madres para cada metal se encuentran a
1000mg /1, el volumen a anadir sera el mismo para las tres soluciones
madre, asi:

Para afnadir 5ppm:

_ omg/l*5000ml

V1=""000mgyr 2™
Para anadir 10ppm:
10mg/l » 5000ml
_ 10mg/ = 50ml
1000mg/l
Para anadir 15ppm:
15mg/l * 5000ml
= 9/ =75ml
1000mg/l
11
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OBTENCION DE RESULTADOS

Para la determinacion de la tasa de
crecimiento y supervivencia, se debe contar ,
medir y registrar cada tallo, con las
longitudes registradas se realiza la aplicacién
estadistica idénea para determinar si las
concentraciones de metales pesados
influyen significativamente en el crecimiento
de las plantas evaluadas o no influyen, para
el presente trabajo se determind la tasa de
crecimiento con la aplicacién estadistica
ANOVA de dos colas para cada metal.

A continuacion se muestra la tabla resumen del promedio longitudal registrado para cada
concentracion metalica.

Concentracion Sppm 10ppm 15ppm  Control Unidad de

/ Metales medida
Plomo 34.77 35.38 35.61 39.66 cm
Cromo 34.44 35.88 35.05 37.16 cm
Cadmio 32.28 32.55 31.50 40.44 cm

Una vez realizado la aplicacion estadistica ANOVA se determina que las sales metéalicas de
plomo y cadmio representan una diferencia significativa, es decir que si influyen en el
crecimiento longitudinal de los tallos, para la sal metalica de cromo no existe diferencia
significativa, por lo tanto no influye en el crecimiento longitudinal.

DESTINO FINAL DE LOS RESIDUOS

No descargar los liquidos ni material vegetal residual directamente al desague ni al
basurero. Lo mas recomendable es almacenar en contenedores y enviarlos con un gestor
ambiental certificado o en su defecto comunicarse con la autoridad ambiental, para que
ellos realicen una gestion final adecuada de estos desechos.

12
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

La presencia de metales pesados en el agua, tanto de la cubeta lacustre como de sus afluentes
es evidente, los metales: plomo, cromo y cadmio se encuentran en las siguientes
concentraciones. Para el metal Pb los valores van desde <0,0005mg/I hasta <0,001mg/I, para
el metal Cr los valores van desde <0,0002mg/l hasta <0,0012mg/l, Para el metal Cd los
valores van desde <0,0001mg/l hasta <0,0002mg/l. La cantidad de metales pesados
registrados no sobrepasan los limites permisibles vigentes en nuestro pais, pero por la
dinamica propia del lago Yahuarcocha hace que sea preocupante el estado eutrofico de la
misma. Las cargas metalicas presentes en el lago estan estrechamente relacionadas a la gran
cercania con el asentamiento humano circundante y sus actividades de subsistencia y el
deficiente sistema de depuracién de afluentes.

Los analisis de las concentraciones de los metales pesados presentes en las muestras de
sedimento de la microcuenca del lago Yahuarcocha arrojan resultados considerablemente
elevados. Para el metal Pb los valores estan en el rango de 5,8mg/kg hasta 6.8mg/kg, para el
metal Cr los valores estan en el rango de 17mg/kg hasta 25mg/kg, para el metal Cd los valores
estan en el rango de <0.1mg/kg hasta 0.2mg/Kkg, en este caso las concentraciones de metales
pesados no sobrepasan los limites permisibles de la norma de referencia sin embargo una de
las principales caracteristicas de los metales pesados es la capacidad de acumulacion, por lo
tanto, si la dinamica actual continua, no tardara mucho en que las concentraciones alcancen
0 sobrepasen los limites permisibles.

En los experimentos realizados utilizando como medio fitorremediador a la especie E. densa
en el laboratorio LABINAM en funcién de las pruebas estadisticas obtenidas se concluye
que E. densa en una especie vegetal muy resistente y capaz de desarrollarse en medios
acuaticos contaminados con altos porcentajes de carga metalica, en el caso de este
experimento se evaluo frente a 5,10 y 15ppm de metales pesados, en el mismo sentido se
evidencid que al cabo de la experimentacion las muestras vegetales no presentaron signos de
marchitamiento o mortandad.
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Se realiz6 una guia de aplicabilidad para fitorremediacion con la especie E. densa la misma
que resulta ser de mucha importancia para fines investigativos, especialmente para la
comunidad cientifica interesada en realizar procedimientos afines, debido a la escasa
informacion de investigaciones con esta especie vegetal, trabajos de este tipo resultan ser de

mucha utilidad.

5.2 Recomendaciones

En vista de la estrecha interaccién entre la poblacion y el lago Yahuarcocha se hace urgente
la intervencion de instituciones publicas o privadas de salud a fin de prevenir, tratar o
descartar enfermedades vinculadas a la ingesta o contacto con metales pesados y demas
contaminantes presentes en el sistema lacustre.

Dada la importancia de los ecosistemas lacustres a nivel mundial y de sobremanera en la
provincia de Imbabura se recomienda replicar estudios similares al presente, evaluando
diferentes especies macrofiticas, con la finalidad de encontrar especies mas eficientes en

remocion de metales pesados de ecosistemas acuaticos.

Debido a la inexistencia de un sustento legal para limites maximos permisibles de metales
presentes en sedimentos, se hace importante la creacion de una normativa que permita
regular contaminantes presentes en sedimentos, debidamente acondicionada a la realidad
de nuestro pais.

Para la toma de muestras se recomienda realizarlo al menos en dos épocas climéticas
diferentes, puesto que la condicion meteoroldgica puede inferir en las cargas metalicas

presentes en la columna de agua, asi como en el sedimento.
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ANEXOS

Anexo 1. Lavado de muestras colectadas de Egeria densa
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Anexo 3. Periodo de adaptacion de Egeria densa en laboratorio

Anexo 4. Implementacion d biorreactores con sales metélicas
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Anexo 5. Pesaje de sales metalicas

Anexo 6. Dilucién de sales metélicas
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Anexo 7. Colocacion de metales pesados en los biorreactores
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