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RESUMEN

Este estudio es la primera linea base bioldgica que posee la Escuela Superior Politécnica
del Litoral en el Campus Gustavo Galindo con respecto al embalse que fue construido en
1990. La situacion biolégica que enfrenta el embalse de la ESPOL en la época seca en el
afo 2009, fue analizada de acuerdo a los datos encontrados de bacterias coliformes
totales en el embalse y basados en la metodologia del método del niimero mds probable.
Se realizé un muestreo a nivel superficial y a 5 metros de profundidad del embalse
dividido en 3 zonas A, B y C. También se tom¢6 pardmetros fisicos (Oxigeno Disuelto,

pH y Temperatura).

En base a los datos obtenidos en el muestreo, se realizdé un andlisis de dos vias para
determinar el nivel de presencia de coliformes totales en el drea de estudio. Luego se
realiz6 una comparacion con los estdndares nacionales presentados en el libro TULAS de

2002.
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INTRODUCCION

El Embalse de la ESPOL fue disefiado e incluido en la planificacion institucional
en 1984 por el Ing. Miguel Angel Chavez, docente de la ESPOL. El Embalse era
conocido como Presa 1 asignado por el Departamento de Planificacion, pero en la
actualidad se lo conoce como Embalse de la ESPOL. Actualmente adorna el area

urbanizada del Campus.

La presa fue construida en el afio de 1990, en las proximidades de la Facultad de
Ingenieria Maritima y Ciencias del Mar, posee una altura maxima de 20 metros, a su vez
posee 17 metros de profundidad maxima, su longitud es de 300 metros de largo, con un
muro de coronacién de 14 metros de ancho. En la cota 80 puede embalsar 380.000 m’, su
profundidad del reservorio puede variar tanto en la época seca como en la época lluviosa.

La presa esta dotada de un vertedero capaz de desalojar 5.5 m’ por segundo.

El propésito de esta investigacion es para determinar la presencia de coliformes
totales en el embalse de la ESPOL. Se compard los resultados obtenidos con los
estandares presentados por el Libro TULAS del 2002. Siendo la primera linea base
bioldgica del embalse de la ESPOL y asi poder tener una idea de la situacién que
enfrenta el embalse en la época seca. El mismo que es utilizado por la Escuela Superior
Politécnica del Litoral para uso recreativo, pricticas de entrenamiento por parte del
Grupo de Operaciones Especiales de la Policia Nacional (GOE) y uso de riego o

agropecuario, ademds de ser un habitat de muchos animales como langostas y peces.

Los coliformes totales se definen como aerébicos y anaerobios facultativamente,
gram-negativo, no formador de esporas, bacterias de forma redondeada que fermentan la
lactosa del azicar licteo para producir 4cido y gas en el plazo de 48 horas a 35°C. Los

géneros de coliformes pueden encontrarse en el intestino de los animales, la mayoria de



estas bacterias estdin muy bien diseminadas en el medioambiente, incluyendo el agua
potable y las aguas residuales. Una excepcion importante es el Escherichia coli, que
usualmente no sobrevive mucho tiempo, fuera del intestino, excepto quizad en el agua

caliente en los climas tropicales. (American Water Works Association. 2002)

A principios de este siglo la deteccion y el recuento de bacterias patdgenas en el
agua era un proceso laborioso, el concepto de la utilizaciéon de los organismos
indicadores para inferir la presencia o ausencia de estos patdgenos fue adoptado,
utilizando la metodologia para cuantificar los niveles de coliformes totales y coliformes

fecales. (Wallace, H ,2004)

Existen varias razones para que el Escherichia coli sea el principal indicador
bacteriano en agua potable, aguas residuales, aguas recreativas y aguas de sistemas de

produccion tanto de moluscos como de crustaceos. (Allen, M ,1996)

La concentracién de bacterias indicadoras ha sido usada por décadas para evaluar
la seguridad de las aguas recreacionales. Para aquello se usa estindares internacionales y
nacionales, que se calculan a partir de la informacion epidemiolégica y permiten
establecer correlaciones entre densidades de microorganismos patogenos y/o

microorganismos indicadores que son utilizados con fines recreativos. (Apha, 1998)

En el Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria (TULAS), la Norma
de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes: Recurso Agua. La presente norma
técnica ambiental es dada bajo el amparo de la Ley de Gestion Ambiental y del
Reglamento a la Ley de Gestion Ambiental para la Prevencion y Control de la
Contaminacién Ambiental que rige en todo el territorio nacional; estableciendo 3
diferentes puntos importantes que son: Los limites permisibles, disposiciones y
prohibiciones para las descargas en cuerpos de aguas o sistemas de alcantarillado; los
criterios de calidad de las aguas para sus distintos usos y los métodos para determinar la

presencia de contaminantes en el agua.



Los estandares nacionales para los diferentes usos que se dan en el Embalse de la
ESPOL del agua son: Preservacion de Flora y Fauna, el uso Agricola o de Riego y el uso
Recreativo. Segtn el Texto TULAS del 2002, la preservacion de la Flora y Fauna de
Nuimero Mas Probable Coliformes Totales (NMP CT) es de 200/100ml, para el uso
Agricola de NMP CT es de 1000/100ml, para el uso Recreativo primario (nataciéon y
buceo) de NMP CT es de 1000/100ml y secundario (deportes nduticos y pesca) de NMP
CT es de 4000/100ml. (TULAS, 2002)

Los resultados obtenidos en el muestreo de la época seca. Se realizé un andlisis de
dos vias, demostrando que no sobrepasan los estidndares nacionales establecidos en el

libro TULAS.



CAPITULO1

GENERALIDADES

1.1 Embalse

Mucho de los conocimientos de la limnologia vienen de la observacién en los
ecosistemas de lagos. Sin embargo cientos de miles de embalses fueron creados por
el hombre. Estos cuerpos artificiales de agua son creados por especificos propdsitos
de la gestion de agua. Por ejemplo el almacenamiento de agua, el control de

inundaciones, la generacion de energia eléctrica y la recreacion.

Pantanos difieren de manera significativa de los ecosistemas lacustres naturales.
Estudio de los ecosistemas de depdsito, sin embargo, indican muchas similitudes
funcionales entre los lagos artificiales o embalses y naturales. Con el fin de gestionar
eficazmente y utilizar los embalses, es importante comprender las diferencias
estructurales creadas por el hombre y los ecosistemas de lagos naturales y al mismo

tiempo reconocer la similitud funcional. (Wetzel, 1983)

Caracteristicas de los embalses

Los embalses son construidos con més frecuencia por un rio, el agua se acumula
detras de la presa. Agua liberada aguas abajo estd regulado de acuerdo a las entradas
de agua de la cuenca de drenaje, asi como los usos del agua. Como resultado de la
morfologia lineal comin en un valle fluvial, varios patrones como fisicos y

bioldgicos desarrollan longitudinalmente a lo largo del embalse. Pequefios embalses



y estanques artificiales se construyen también en las depresiones de los valles que se
producen por las corrientes de superficie y / o filtracion. En algunos casos, las
excavaciones del suelo para la construcciéon o la explotacion minera dan como
resultado embalses o lagos artificiales. Los diques pueden ser sobrepasados sélo

ocasionalmente durante y después de eventos de precipitaciones importantes.

Los grandes embalses también pueden lograr complejas caracteristicas
hidrodindmicas con los cambios fisicos y quimicos que influyen en la biota acuética
en muchas maneras y pueden ser perjudiciales para el medio ambiente y el bienestar
humano. A menudo los grandes embalses modifican las regiones en sus alrededores
o para grandes distancias por debajo de la presa. El depdsito sirve como una fuente o
sumidero de calor, los sedimentos y solutos pueden causar graves efectos debajo de
la presa. Los patrones de las inundaciones anuales son alterados, y los movimientos

de los peces anddromos se ven dificultados o inhibidos.

Debido a la funcién de muchos embalses, se reducen las corrientes fluviales, que
sirven como colectores de las cargas de sedimentos fluviales. Como resultado, la
longevidad de los embalses a menudo es muy corta, generalmente menos de 100
afios. Las ganancias a corto plazo en el control de inundaciones, energia
hidroeléctrica, y otros activos deben ser cuidadosamente evaluados frente a los
inconvenientes. Los embalses pueden contribuir a la propagacién de ciertas
enfermedades transmitidas por el agua que contienen los vectores y puede reducir la

incidencia de los demas. (Wetzel, 1983)
Zonificacion en Embalses

Tres zonas distintas se producen a lo largo de la pendiente longitudinal del
embalse: una zona riberefia, una zona de transicidn, y una zona lacustre. Cada zona
posee dindmica fisica, y caracteristicas bioldgicas. La zona riberefia es a menudo

relativamente estrecha, como resultado de la geomorfologia del rio.

Las velocidades del agua disminuirdn a medida que el agua entre en el deposito,
el transporte por las corrientes de adveccion es suficiente para mover grandes

cantidades de particulas en suspension finas como limos, arcillas y materia orgénica.



Las velocidades de aguas fluviales disminuirdn a medida que la energia se
dispersa en zonas mds extensas en la zona de transiciéon. Una parte apreciable de la
carga de la turbidez se instala fuera de las capas superiores del agua como resultado.
Disminucién de los resultados de la turbidez en mayor profundidad de penetracién
de la luz y las tasas de aumento de la productividad fotosintética del fitoplancton.
Poco a poco, se produce un cambio de un porcentaje creciente de la carga total de
materia orgdnica de fitoplancton y, en algunos embalses superficiales, de raices de

plantas vasculares.

Dentro de la zona lacustre, caracteristicas cada vez mas similares a los
ecosistemas lacustres. Esta parte de la reserva a menudo se estratifica térmicamente
y asume muchas de las propiedades de los lagos naturales en lo que respecta a la
produccion de plancton, la limitacion de nutrientes, la sedimentacion de materia

organica, y la descomposicion en el hipolimnion. (Wetzel, 1983)

DAM
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Figura 1. Zonificacién de un embalse (Wetzel, 1983)



1.1 Coliformes

Los coliformes totales son un grupo de bacterias relacionadas de cerca (familia de
las Enterobacterias), que han sido utilizadas durante muchas décadas como el
indicador idoneo para el agua potable. El grupo se define como aerébico y anaerobio
facultativo, gran-negativo, no formador de esporas, bacterias de forma redondeada
que fermentan la lactosa del azicar lacteo para producir 4cido y gas en el plazo de 48
horas a 35°C. Pocas bacterias distintas de las coliformes pueden metabolizar los
lacteos, por esta razén, la lactosa se usa como base para la identificacion (la
hidrélisis de o-nitrofenil-B-d-galactopiranoxido, o ONPG; se usa también para

identificacién en algunas pruebas de coliformes).

El grupo de coliformes totales incluye la mayoria de las especies de los géneros
Citrobacter, Enterobacter, Websiella y Escherichia coli. También incluye algunas
especies de Serratia y otros géneros. Aunque todos los géneros coliformes pueden
encontrarse en el intestino de los animales, la mayoria de estas bacterias estin muy
bien diseminadas en el medioambiente, incluyendo el agua potable y las aguas
residuales. Una excepcion importante es el E. coli, que usualmente no sobrevive
mucho tiempo fuera del intestino, excepto quizd en el agua caliente en los climas

tropicales.

Los coliformes totales se utilizan para fijar la efectividad del tratamiento y la
integridad del sistema de distribucion. También se utilizan como test o prueba de
cribado para la contaminacion fecal reciente. El tratamiento que proporciona el agua
libre de coliformes deberia también reducir los patégenos a niveles minimos. Un
avance principal para el uso de los coliformes totales como indicador es que son s6lo
marginalmente adecuados para predecir la presencia potencial de protozoos
patégenos, quistes, ooquistes y algunos virus, porque los coliformes totales son
menos resistentes a la desinfeccion que estos otros organismos. Otro avance es que
los coliformes bajo ciertas sustancias pueden proliferar en los biofilms de los

sistemas de distribucién de agua, oscureciendo o nublando su uso como indicador de



contaminacion externa. Los coliformes, a veces, son también de origen no fecal. A
pesar de estos inconvenientes, los coliformes totales permanecen como indicadores
utiles de la calidad microbiana del agua potable, y el grupo estd regulado bajo la
Norma de Coliformes Totales de la USEPA, Agencia de proteccion del

medioambiente de los Estados Unidos. (American Water Works Association. 2002).

Fermentaciones del grupo coliforme

Los integrantes del grupo coliforme a menudo se denominan fermentadores
mixtos de dacidos, fermentadores del &acido férmico o bacterias coldnicas-
disentéricastifoideas (grupo CDT). La fermentacién mixta de 4cidos es caracteristica
de los miembros de la familia Enterobacteriaceae y estos microorganismos degradan

la glucosa en una diversidad de productos finales.

El grupo coliforme puede subdivirse en dos categorias:

a) Los microorganismos que rinden diversos productos mixtos de 4cido.

b) Los que elaboran butilenglicol como principal producto final.

El tipo o las combinaciones y cantidades del producto final producidas dependen

del género o de las especies que se prueban.

Los productos de los microorganismos que elaboran varios 4cidos incluyen los
siguientes: dcidos férmico, acético, l4ctico y succinico, etanol y CO, e Hy; pero no
butilenglicol (butanodial). El alcohol se forma por la fermentacién alcohdlica, el
acido lactico, dcido acético y el CO, se forman por la fermentacion lactica a través
de la dismutacién del 4cido pirtvico. En la dismutacién, una molécula de 4cido
pirtvico es reducida para dar 4cido l4ctico y la otra molécula es oxidada y se forma
dcido acético y CO,. Entre los miembros de la familia Enterobacteriaceae,

Escherichia coli exhibe este tipo de fermentacidn.



2 moléculas de acido piravico -> 4cido acético + acido lactico + CO,,

El segundo grupo estd compuesto por microorganismos cuyo principal producto
final es el butilenglicol. Entre los miembros de la familia Enterobacteriaceae, los
grupos Klebsiella-Enterobacter muestran este tipo de fermentacion. (MacFaddin, J.
2003)

Tasado de calidad microbiana

La calidad microbiana de una fuente de agua, o la eficacia de un sistema de
tratamiento para la remociéon de microorganismos, puede aquilatarse bien por
monitorizacién directa de patégenos o bien por el uso de un sistema indicador. Como
los patégenos son un grupo altamente diverso, que requieren generalmente una
técnica analitica altamente especializada (y a menudo insensible y cara) para cada

patégeno, el uso de organismos indicadores es una técnica mas popular.

Un grupo indicador de organismos puede utilizarse para controlar la
contaminacién de la fuente de agua o el grado de tratamiento; sin embargo, el mismo
grupo indicador a menudo se utiliza para sefialar ambas propiedades. Esto pone
severos reparos sobre el grupo indicador de organismos elegido. Bonde (1966) ha
propuesto que un indicador ideal debe:

1. Estar presente siempre que los patégenos de riesgo estén presentes.

2. Estar presente s6lo cuando la presencia de patdégenos es un peligro inminente, que

estd siendo capaz de proliferar en una gran extension en el ambiente acuoso.

3. Ocurrir en mucho mayor nimero que los patégenos.

4. Ser més resistente a los desinfectantes y al ambiente acuoso que los patégenos.
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5. Desarrollarse facilmente en medios relativamente sencillos.

6. Conseguir caracteristicas y capacitar o posibilitar las reacciones sencillas, en tanto

que sea posible, como identificacién no ambigua del grupo.

7. Ser distribuido al azar en la muestra a examinar, o ser capaz de distribuirse

uniformemente por procedimientos simples de homogenizacion.

8. Desarrollarse muy independientemente de otros organismos presentes cuando se
inoculen en un medio artificial, que no esté seriamente inhibido en su crecimiento
por la presencia de otras bacterias.

El uso de coliformes como organismos indicadores hace frente o lidera el trabajo
primero de Phelps (1909). La razén bésica fue que los coliformes y bacterias
patégenas se originasen desde una fuente comun, principalmente contaminacién
fecal humana. El trabajo subsiguiente de muchos cientificos confirmé que estos
organismos fueron al menos tan resistentes al cloro libre o contaminado como los

agentes patdgenos bacterianos.

El grupo coliforme es un conglomerado heterogéneo de microorganismos,
incluyendo formas naturales de los tractos gastrointestinales de los mamiferos, asi
como un numero de formas exclusivamente del estiércol, abono o tierra vegetal.

(American Water Works Association. 2002).

1.2 Efectos de los coliformes en la salud humana

Los microorganismos causantes de las enfermedades pueden entrar a nuestro
cuerpo por varias vias, como la boca y los pies descalzos. Cuando salen lo hacen
también por la boca y nariz, asi como por las excretas, es decir, heces y orina. Si una
persona estd infectada, los microorganismos o sus huevos salen por las excretas,

estas infectan las aguas y suelos, pasando a otros organismos, denominados vectores
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de transmisién (moscas, mosquitos o cucarachas, entre otros), desde los cuales

vuelven al hombre.

El agua es sumamente importante para el organismo, es un elemento esencial para
la subsistencia de los seres vivos. Pero no siempre el agua tiene las condiciones
ideales para ser consumida. El agua potable debe tener las siguientes caracteristicas:
carecer de sustancias orgdnicas en suspension, ser clara, incolora, inodora e insipida,
debe tener un residuo salino inferior al 5% y un valor de bacterias coliformes totales

< 1,1 NMP/100 cm’.

Requisitos microbiolégicos

= Maximo
Coliformes totales (1) NMP/100 cm® <1,1*
Coliformes fecales NMP/100 cm® <11*
Cryptosporidium, nimero de quistes/100 litros ausencia
Giardia Lamblia, nimero de quistes/100 litros ausencia
* <11 significa que en el ensayo del NMP utilizando 5 tubos de 20 cm® 6 10 tubos de 10 cm® ninguno es positivo
(1) En el caso de los grandes sistemas de abastecimiento, (Ver anexo 1), debe dar ausencia en el 95 % de las muestras,
tomadas durante cualquier periodo de 12 meses.

Figura 2. Normativa del INEN para agua potable. (INEN, 2010)

El agua puede contener microorganismos que producen enfermedades y que no se
detectan a simple vista o por el olor o sabor. El agua, en este aspecto, se contamina
facilmente y por tanto es importantisimo tomar medidas de saneamiento, higiene y

adecuada disposicion de las excretas. (Nataro JP y Kaper JB, 1998)

Existen diferentes bacterias que producen diferentes enfermedades en el ser
humano como son presentadas a continuacion. Escherichia coli parece vivir en
simbiosis en el intestino casi desde el nacimiento. Es causa importante de
infecciones en vias urinarias, pero rara vez produce enfermedades en otros sitios en
el ser humano, excepto posiblemente con la base de oportunismo. E. coli puede
llegar a los tejidos por via linfitica o sanguinea, o puede introducirse en ellos por
contaminacién de la superficie corporal. El microorganismo es causa importante de
infecciones cutdneas pidgenas focales; infecciones de vias urinarias como
pielonefritis y cistitis aguda, de peritonitis, apendicitis aguda, colecistitis, colangitis

y cirrosis biliar infecciosa. En todos los sitios de localizacion provoca reaccion
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supurada completamente inespecifica, con formacién de abscesos, idénticos a los

causados por estafilococos.

Ademas, cepas especificas de E. coli pueden ser la causa de una forma muy grave
de diarrea epidémica, que suele ocurrir en nifios hospitalizados. Las infecciones
localizadas pueden ir seguidas de complicaciones neumodnicas bacteriémicas, sobre

todo en nifios y ancianos. (Nataro JP y Kaper JB, 1998)

E coli O157: H7

La E. coli O157:H7 fue reconocida inicialmente como causa de enfermedad en
1982 durante un brote de diarrea aguda con sangre; el brote determiné que se debia a
hamburguesas contaminadas. Desde entonces, la mayoria de las infecciones han
provenido de comer carne de vacuno molida insuficientemente cocinada.

(wikipedia, 2009)

Existen cientos tipos de E.coli, y la mayoria son inofensivas. Sin embargo, la
E.coli O157:H7 es un tipo que vive en los intestinos del ganado saludable que puede
causar enfermedades severas en humanos como el Sindrome urémico hemolitico.

(Indiana state department of health, 2009)

La importancia de Escherichia coli verocitotoxigénicos (VTEC) como agentes
causales de toxiinfecciones alimentarias estd aumentando en el mundo en general y
en Europa en particular. Entre los VTEC, el serotipo mas frecuentemente implicado
es el O157. En el afio 1982 Riley et al describieron por primera vez un brote de

colitis hemorragica causado por este serotipo. (Usera Miguel, 2009)

Algunos incidentes recientes demuestran que tanto el agua de consumo como la
de uso recreativo pueden servir como vehiculo para la transmision de las infecciones
por el E. coli O157:H7. En Missouri, en 1989, ocurri6 el primer y mds importante
brote hidrico asociado con este microorganismo. Aunque de nuevo no se identificd
la fuente, se sospech6 que el reflujo derivado de la rotura de una tuberia podria haber

contaminado el suministro de agua potable. Como la mayoria de E. coli, los


http://es.wikipedia.org/wiki/1982
http://es.wikipedia.org/wiki/Diarrea
http://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
http://es.wikipedia.org/wiki/Hamburguesa
http://es.wikipedia.org/wiki/Carne
http://es.wikipedia.org/wiki/Vacuno
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_ur%C3%A9mico_hemol%C3%ADtico
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aislamientos de este serotipo son sensibles a los efectos del cloro. (Usera Miguel,

2009)

Sintomas

La patogenicidad de las cepas de VTEC parece estar asociada con varios factores
de virulencia, entre los que se incluyen la produccion de varias citotoxinas. Estas
toxinas se denominan en conjunto verotoxinas o toxinas Shiga-like, debido a su gran
similitud con la toxina de Shiga de Shigella dysenteriae tipo 1. Aunque se conocen
mads de 60 serotipos de E. coli capaces de producirlas, y ain se estdn describiendo

mas, el serotipo O157:H7. (Usera Miguel, 2009)

La infeccion frecuentemente causa severa diarrea con sangrado y dolor de
estdmago con poca o nada de fiebre. Los sintomas usualmente comienzan de 2 a 5
dias después de su exposicién y duran aproximadamente de 5 a 10 dias. Algunas
personas quiza solo tengan diarrea ligera sin sangre o quizad no tengan sintomas del

todo. (Indiana state department of health, 2009)

Raramente, las personas infectadas con E.coli O157:H7 pueden desarrollar una
condicion llamada sindrome hemolitico urémico o “SUH”. Esta condicion es muy
seria y puede llevar al fallo de rifiones y la muerte. Los nifios menores de 5 y
personas de edad avanzada tienen mds posibilidad de desarrollar esta condicidn.

(Indiana state department of health, 2009)

Las personas se pueden infectar con E.coli O 157:H7por medio de:

e comer productos de res no bien cocidos, particularmente carne de res molida;
o tomar leche y jugos de frutas sin pasteurizar, incluyendo la sidra de manzana;
e comer frutas y vegetales crudos y sin lavar; y

e nadar o tomar agua que ha sido contaminada con excremento animal o humano.
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Una persona infectada puede expulsar la bacteria en su defecacion hasta 2
semanas después de que sus sintomas hayan cesado. (Indiana state department of

health, 2009)

Bacterias Fuente Periodo de Incubacion Duracion Sintomas Clinicos
; Heces, : : Fiebre, tos, nausea, dolor de cabeza, vémito
LES, . 5- ! ' J 1 v ’
Salmonella typhi Orina 7-28 dias (14) 7 dias diarrea
Salmonella sp Heces 8-48 horas 3-5dias | Diamea acuosa con sangre

Disenteria (diarrea con sangre), fiebres altas,
Shigellae sp. Heces 1-7 dias 4-T7dias |sintomas téxicos, retortijones, pujos intensos
& incluso convulsiones

Vibrio Cholerae Heces 9 -72 horas 3-4dias | Diarrea Acuosa, vémito, deshidratacion

. Cholerae MNo.-01 Heces 1- 5 dias 3-4dias | Diarrea Acuosa

Eschericha Coli Diarrea Acuosa con sangre y moco, dolor

N ; -9 di - a di; ; P
en.eroher“l_orraglca Heces 3-8 dias 1-9dias abdominal agudo, vomitos, no hay fiebre
O167:H7
X X Diarrea Acuosa con sangre y moco, dolor
Eschericha Coli 1-2 ; ; y
enteroinasiva Heces 8 - 24 horas semanas abdominal, a veces las heces son mucosas y

con sangre

Eschericha Coli
enterotoxigena

Dolores  abdominales, diarrea  acuosa,

Heces 5-48 horas 3-19dias | feprecon escalosfrios, nausea, mialgia

Heces, 1-11dias (24 - 48 1-21dias | Dolor Abdominal, diarrea con moco, sangre,

‘Yersinia enterocolitica arina horas) () fisbre, vamito

Diarrea, dolores abdominales, fiebre vy
Campylobacter jejuni Heces 2-5dias(42-72horas) | 7-10dias |algunas veces heces fecales con sangre,
dolor de cabeza

Figbre, escalosfrios, dolor  abdominal,

Plesiomonas Jugelloides Heces 20 - 24 horas 1- 2 dias nausea, diarrea o vomito

Diarrea, dolor abdominal, nauseas, dolor de
Agromonas sp. Heces Desconocido 1-7dias |cabeza y colitis, las heces son acuosas y no
s0n sanguinolentas

Tabla 1. Tabla de las principales bacterias coliformes con relacién a su fuente,
periodo de incubacién, duracion y sintomas. (Indiana state department of health,

2009)

1.3 Efectos de los coliformes en la salud animal.

En aguas Tropicales caracteristica del embalse de la ESPOL, se encuentra que la
carga bacteriana de los peces de este tipo de agua, no difieren en gran medida que el
de las aguas templadas, solo con la diferencia de que existe un ligero aumento de la

carga de microorganismos gram- positivos y bacterias entéricas.

Dentro de la microflora de los peces se encuentran la Salmonella y E. coli, son
capaces de crecer en aguas tropicales, la presencia de estos microorganismos no es

considerada como la flora normal de las aguas naturales, si no que se debe a una
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contaminacién ya sea por el habitat del pez o por el manejo del pescado. (Lund B,
2000)

Los organismos acudticos en un periodo de estrés se vuelven vulnerables a ciertos
microorganismos que en condiciones normales no les causarian dafio. Dichos
microorganismos toman el nombre de oportunistas debido a su capacidad de
provocar una enfermedad sin ser un patégeno estricto aprovechdndose de las

condiciones debilidad del huésped.

Muchas de las enfermedades causadas por bacterias oportunistas, como lo pueden
ser los coliformes, han sido puestas en evidencia a continuacién se hace una breve
descripcidn de las enfermedades mds comunes presentes en los peces causadas por

estos microorganismos.

Hidropesia: Esta resulta de una degeneracion de los 6rganos internos causando una
acumulacion de liquidos en el drea peritoneal (abdomen), esta solo es curable en sus
etapas iniciales. Sus sintomas son en el drea abdominal que se torna enorme debido a
la cantidad de liquidos acumulados. En las etapas finales las escamas se levantan a
causa de la deformidad del abdomen

La sintomatologia que presenta un pez afectado por diversas infecciones, malas
condiciones acudticas o trastornos en su metabolismo, queda patente por la
inflamacion del abdomen debido a la retencién de liquido en los tejidos. Debido a
esta inflamacién las escamas se erizan.

Cuando estos sintomas aparecen se debe mirar mds alld del pez afectado puesto
que la razén de esta dolencia puede estar causada por algiin trastorno que estd
presente en el acuario y puede afectar al resto de animales.

La presencia de Hidropesia es muy sencilla de detectar a simple vista puesto que
el pez presenta las aletas erizadas y una hinchazén anormal en la zona abdominal,
enrojecimiento de la zona anal o en la base de las aletas, pérdida de apetito,

oscurecimiento, palidez en las agallas y ojos saltones.
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Aunque todos los tipos de peces pueden padecer Hidropesia hay especies que
presentan una mayor debilidad. Especialmente los peces de agua dulce que a
diferencia de los de agua salada. (Aquanovel, 2009)

r"
-

Figura 3. Hidropesia. Foto: Aquabay

Colitis: Una colitis es un proceso inflamatorio del colon, que es una de las partes
que forman el intestino grueso. Se cree que las prostaglandinas y leucotrienos causan
inflamacion gastrointestinal lo que aumenta el dafio de los tejidos y afecta
negativamente la habilidad de los animales, particularmente mamiferos y aves, para
trasformar la ingesta en peso corporal. Limitando asi la disponibilidad de los
precursores de estos metabolitos de lipidos se reduce el espesor de la pared
intestinal, se altera el comportamiento de alimentacién del animal y se mejora la

salud del animal. (Aquanovel, 2009)

Figura 4. Colitis. Foto: Hospital Veterinario Mélaga
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Furunculosis: es la causa de mucha mortalidad. Usualmente ocurre durante el
periodo de aclimatacion o al pasar de una jaula a otra. Se pueden utilizar sulfas,
furanos y otros antibidticos en los estadios iniciales de esta enfermedad, para contra
restar esta enfermedad. Se deben revisar cuidadosamente los animales antes de
introducirlos a otro medio. Esta enfermedad es causada generalmente por estrés
durante la transportacion y la aclimatacion, esto a su vez produce que su sistema
inmunoldgico se debilite y sea sensible a cualquier enfermedad, en este momento es

donde las bacterias gram-negativas actian como oportunistas dafiando el sistema

digestivo del animal.

Figura 5. Furunculosis. Foto Marcos Godoy

Aparte de bocio por deficiencia de yodo y el dafio del pancreas endocrino
siguientes virus y enfermedades nutricionales, existe poca informacién disponible
sobre los cambios patoldgicos en los érganos endocrinos en oposicion a los cambios
degenerativos que normalmente se encuentran en el desove de los peces.
Granulomas bacteriana se encuentra ocasionalmente en la corteza suprarrenal y la
participacion de los corpusculos de Stannius en la enfermedad renal corinobacterium
o forunculosis crénica y un collar de infiltrado leucocitario con frecuencia se
encuentran alrededor de la hipdfisis por Ferguson y Roberts (1975) en el sindrome

de la leucosis mieloide en el rodaballo. (Roberts R., 1978)



18

1.4 Estandares Nacionales

En el Texto Unificado de Legislacién Ambiental Secundaria (TULAS, 2002) se
tiene la Norma de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes: Recurso Agua.
Esta norma técnica ambiental es dada bajo el amparo de la Ley de Gestion
Ambiental y del Reglamento a la Ley de Gestion Ambiental para la Prevencion y
Control de la Contaminacién Ambiental que rige en todo el territorio nacional. Dicha

norma técnica determina o establece:

a) Los limites permisibles, disposiciones y prohibiciones para las descargas en
cuerpos de aguas o sistemas de alcantarillado.

b) Los criterios de calidad de las aguas para sus distintos usos.

¢) Métodos y procedimientos para determinar la presencia de contaminantes en el

agua.

El Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria (TULAS), presenta los
diferentes criterios para la calidad de agua en los diferentes usos, que se presentan a

continuacion.

Criterios de calidad de aguas para la preservacion de flora y fauna en aguas

dulces frias o calidas, y en aguas marinas y de estuarios

El uso del agua para la preservacion de la flora y fauna, su empleo en actividades
destinadas a mantener la vida natural de los ecosistemas asociados, sin causar
alteraciones en ellos, o para actividades que permitan la reproduccion,
supervivencia, crecimiento, extracciéon y aprovechamiento de especies bioacudticas

en cualquiera de sus formas, tal como en los casos de pesca y acuacultura.

El estandar permitido por TULAS con respecto a los coliformes fecales en el agua

es de: NMP: 200/100 ml. (TULAS, 2002)
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Criterios de calidad de aguas de uso agricola o de riego

El agua de uso agricola es aquella empleada para la irrigacion de cultivos y otras
actividades conexas o complementarias que establezcan los organismos

competentes.

Prohibido por parte de TULAS el uso de aguas servidas para riego,
exceptudndose las aguas servidas tratadas y que cumplan con los niveles de calidad

establecidos en esta Norma.

El estandar permitido por TULAS con respecto a los coliformes totales en el agua

es de: NMP: 1000/100 ml. (TULAS, 2002)

Criterios de calidad para aguas con fines recreativos

El uso del agua para fines recreativos, es la utilizacion en la que existen dos

diferentes contactos con el agua como son:

a) Contacto primario, como en la natacién y el buceo, incluidos los bafios
medicinales.

b) Contacto secundario como en los deportes nauticos y pesca.

El estdndar permitido por TULAS con respecto a los coliformes totales en el agua

de tipo primario es de: NMP: 1000/100ml

El estandar permitido por TULAS con respecto a los coliformes totales en el agua

de tipo secundario es de: NMP: 4000/100 ml (TULAS, 2002)

1.5 Descripcion historica del embalse de la ESPOL.

Uno de los proyectos trazados por el Dpto. de Planificacién de ESPOL para el
Campus La Prosperina, fue la construccién de un embalse, que actualmente adorna
el area urbanizada del Campus. Este embalse es producto del estudio y disefio

realizado en 1984 por el Ing. Miguel Angel Chavez.
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El Campus Gustavo Galindo, es una zona de bosque seco tropical, rodeado de dos
cerros el bloque sur de la Cordillera Chongon Colonche y el Cerro Azul, representan
un componente bdsico en el ecosistema, ya que amortiguan la velocidad de los

vientos. Estos cerros albergan especies como aves, mamiferos y reptiles.

La presa, segtin lo previsto, se llend luego de tres meses de construida y desde
1992 hasta la actualidad constituye el embalse rodeado de flora y fauna.

Esta obra realizada en el Campus Gustavo Galindo, constituye indudablemente un
aporte tecnoldgico porque con él se ha demostrado que las cuencas hidrograficas
tienen escorrentias que s6lo en la época lluviosa pueden servir para generar grandes
depdsitos de agua, como es el caso de la presa de la ESPOL. El agua almacenada en
la presa puede ser utilizada para riego, habitat de muchos animales como langostas y

peces, ademads de practicas estudiantiles y del GOE.

El érea total del embalse es de 4.5 hectareas que representan el espejo de agua,
construidas y destinadas para dreas de estudio, investigacién, deportes,
administracién, entre otras. Hay que mencionar que nunca se tuvo la idea de
construir un embalse en el Campus Prosperina sino un dique, que permita tener una
carretera de circunvalacién que cubra la necesidad de unir las dreas de Tecnologias
con Ingenierias. Con el tiempo este dique se convirtid en un cuerpo de agua que

posibilité mejorar el paisaje del campus y sus alrededores. (Chavez, 2009 com. per)

El embalse era conocido como Presa 1 asignado por el Departamento de
Planificacién de ESPOL, en la actualidad se lo conoce como Embalse de la ESPOL.
El embalse se encuentra en la cota 80 y su entorno oscila entre la cota 77 y la 105.

(Cadena, M., Yanez, A. 2002).

Se conoce muy poco en la actualidad sobre la calidad del agua existente en el
embalse. No existe una linea base de los microorganismos presentes en el cuerpo de
agua. Tampoco existe abundante informacién sobre los procesos fisicos y quimicos,

sus interacciones en el embalse de la ESPOL. A continuacion se presenta una
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imagen del embalse obtenido de Goggle Earth con su ubicacion geogréfica de cada

punto del muestreo.
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Figura 6. Ubicacion Geografica del Embalse de la ESPOL. Foto: Gloogle Earth
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de estudio

En la planificacion del Embalse particip6 en 1984 el Ing. Miguel Angel Chévez,
profesor de la ESPOL. El Embalse era conocido como Presa 1 asignado por el
Departamento de Planificacién de ESPOL, pero en la actualidad se lo conoce como

Embalse de la ESPOL.

El Embalse posee una altura maxima de 20 metros, a su vez posee 17 metros de
profundidad méxima, su longitud es de 300 metros de largo, con un muro de
coronacion de 14 metros de ancho. En la cota 80 puede embalsar 380.000 m’, su
profundidad del reservorio puede variar tanto en la época seca como en la época
lluviosa en un rango de volumen aproximado de 380.000m’. La presa estd dotada de
un vertedero capaz de desalojar 5.5 m’ por segundo. El agua del embalse se utiliza

corrientemente para acuicultura, agricultura y recreacion.

Desde el punto de vista Geoldgico la presa fue construida en la formacién cayo
formacion del cretidcico que estd formado principalmente por rocas areniscas y
lutitas silicificadas, son rocas sedimentarias, relativamente resistentes y duras. Sin

embargo poseen un problema que es la fracturacion, tienen hasta 3 familias de
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fractura que fragmentan los estratos o capas de esta formaciéon eso implica un
problema técnico al momento de analizar las filtraciones a través de la cimentacion
del embalse. El embalse como tal estd constituido por una estructura interna de
arcilla, se llama nucleo de arcilla, los espaldones que rodean al nicleo es de arenisca
meteorizada compactada. El resultado final es la resistencia, especialmente a la
carga, ademds tiene en el paramento aguas arriba que es el talud que da hacia el
embalse posee un revestimiento enrocado el cual evita que se erosione el suelo

compactado.

La presa, segin lo previsto, se llend luego de tres meses de construida y desde
1992 hasta la actualidad constituye un hermoso embalse rodeado de flora y fauna
visitado por aves migratorias. Esta obra realizada en el Campus Gustavo Galindo
constituye indudablemente un aporte tecnoldgico demostrando que las cuencas
hidrogréficas tienen escorrentias que s6lo en la época lluviosa pueden servir para

generar grandes depdsitos de agua.

El embalse, se encuentra en la cota 80 y su entorno oscila entre la cota 77 y la
105, con una extension de 4,5 has. que representan el espejo de agua, construidas y

destinadas para dreas de estudio, investigacion, deportes entre otras.
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Figura 8. (Mapa de 2009 y sus coordenadas) — Foto: Gloogle Earth
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2.2 Estrategia de Muestreo
Toma de muestra en superficie () metros) y a S metros de profundidad.

Los muestreos realizados fueron tomados en los dias 19 de Octubre y 9 de
Noviembre de 2009, teniendo una duracion aproximada de 2 horas. Se procedio a
tomar la muestra de forma directa en la superficie en un frasco esterilizado, de
manera que no se contamine la muestra, se etiqueté la muestra con su respectiva
zona (A, B, C) y con su respectivo nimero (1, 2, 3). Luego fueron tomadas las
muestras a los 5 metros de profundidad con la ayuda de una botella Van Dor, a
continuacién se deposité la muestra en un frasco esterilizado, de manera que no se

contamine la muestra.

2.3 Monitoreo de Oxigeno disuelto, pH y Temperatura
Oxigeno Disuelto
Verificacion del normal funcionamiento del oxigendmetro y toma de muestra

El oxigenémetro marca YSI HQ30d fue calibrado para luego medir el oxigeno
disuelto en los distintos puntos en el embalse de la ESPOL, una vez efectuada la
medicion, el sensor fue lavado con agua destilada y su posterior secado. Los
resultados fueron depositados en el libro de anotaciones y después de cada toma de

muestra se lavé con agua destilada y se sec6 cuidadosamente el sensor.
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Figura 9. Oxigenémetro Foto: Sofia Mérquez

El Oxigeno es el pardmetro mds importante de un cuerpo de agua. El oxigeno
disuelto es esencial para el metabolismo de todos los organismos acudticos que
presentan una respiracion de tipo aerobio. Por lo tanto la solubilidad y la distribucién
del oxigeno en la columna de agua son esenciales para comprender la distribucion, el
comportamiento y crecimiento fisiolégico de los organismos acuaticos. La
determinacién de oxigeno disuelto es de limitado valor si la recoleccién de la
muestra no es hecha con todas las precauciones del caso. Entre otros pardmetros que
afectan la medicién de OD se tiene temperatura, luz solar, poblacién bioldgica,
movimientos del agua y salinidad. La concentracién de oxigeno adecuada para tener
a unos peces en buenas condiciones es de 8 a 10 mg/litro. (Stevens Institute of

Technology, 2006)

El Oxigeno Disuelto (OD) es la cantidad de oxigeno que esta disuelta en el agua y
que es esencial para los riachuelos y lagos saludables. El nivel de oxigeno disuelto
puede ser un indicador del grado de contaminacién. Generalmente, un nivel mas alto
de oxigeno disuelto indica agua de mejor calidad. Si los niveles de oxigeno disuelto
son demasiado bajos, algunos peces y otros organismos no pueden sobrevivir. En
gran parte el oxigeno disuelto en el agua proviene del oxigeno del aire que se ha
disuelto en el agua. Parte del oxigeno disuelto en el agua es el resultado de la

fotosintesis de las plantas acudticas.

Otros factores como la vegetacion del medio, la temperatura, la turbulencia de las

corrientes, las bacterias que requieren oxigeno para descomponer desechos orgédnicos
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y los animales en descomposicion: también afectan los niveles de OD. En medios
acudticos con niveles de 4 ppm o menores, algunas poblaciones de peces como la
corvina, la trucha y el salmén empezardn a bajar su poblacion. (Stevens Institute of

Technology, 2006)

Nivel de OD
Calidad del Agua
(in ppm)
Mala
Algunas poblaciones de peces y
macroinvertebrados empezardn a bajar.
4,1-7,9 Aceptable

Repita la prueba

12,0 + . -
El agua puede airearse artificialmente.

Tabla Il. La cantidad maxima de oxigeno que puede disolverse en agua dulce es 9 ppm. Si la

temperatura del agua estd por debajo de 202 C. (Stevens Institute of Technology, 2006)

Los valores encontrados de Oxigeno Disuelto en el agua del embalse de la
ESPOL se encuentran en un rango de 0.1 a 8.9 lo cual determinan que los valores
obtenidos tanto como para superficie como para 5 metros de profundidad son

Optimos para la vida acudtica y no presentan variacioén en todo el embalse.
pH
Verificacion del normal funcionamiento del pH metro y toma de muestra

La verificacion del normal funcionamiento del pH metro se realiza con el uso de
sustancias tampon, antes de proceder a la toma de muestra. Se realiza un enjuague
riguroso del sensor y luego secar delicadamente con papel toalla. Para la verificacién
de la calibracion se introduce el sensor en una sustancia con pH equilibrada 7
(buffer), se realiza un enjuague riguroso del electrodo y luego se seca. Se introduce

el sensor en una sustancia con pH equilibrada 4 (buffer), se realiza un enjuague
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riguroso del electrodo y se seca. Al final se procede a la toma de muestra, una vez
efectuada la medicion, el sensor fue lavado con agua destilada y su posterior secado.
Los resultados fueron depositados en el libro de anotaciones y después de cada toma

de muestra se lavo con agua destilada y se secé cuidadosamente el sensor.

Figura 10. pH metro Foto: Sofia Marquez

La determinacién del pH es uno de los procedimientos analiticos mas importantes
y mds usados en ciencias tales como quimica, bioquimica, quimica de suelos y
medios acudticos. El pH determina muchas caracteristicas notables de la estructura y
actividad de las biomacromoléculas, por tanto, del comportamiento de células y

organismos. (Wikipedia,2009)

La palabra pH es la abreviatura de "pondus Hydrogenium" que quiere decir
potencial de hidrégeno. Este término fue descubierto por el quimico danés Sgrensen,
quien lo definié como el logaritmo negativo de base 10 de la actividad de los iones

hidrégeno. (Lenntech BV, 2009)

El pH del agua varia segtn factores como el tipo de sustrato, cantidad de plantas
y peces en el medio acudtico. Como por ejemplo las rocas que pueden alcalinizar el
agua excesivamente. El agua, posee iones libres de Hidrégeno. Ese conjunto de

iones tiene un peso, el cual define el valor del pH. (Blanco Adrian, 2007)


http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Dinamarca
http://es.wikipedia.org/wiki/S._P._L._S%C3%B8rensen
http://es.wikipedia.org/wiki/Logaritmo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ion
http://peces-tropicales.idoneos.com/index.php/Rocas_y_Troncos
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Este pardmetro en general para la mayoria de los peces de agua dulce, lo soportan
entre (6.0 a 7.5), también hay que recalcar que cada especie tiene un pH al cual estan
adaptados por su lugar de origen, como por ejemplo los peces amazdnicos pueden
vivir en condiciones mds 4cidas que los ciclados africanos los cuales necesitan un

pH mas alcalino. (Blanco Adrian, 2007)

Los valores encontrados de pH en el embalse de la ESPOL se encuentran en un
rango de 7 a 8 lo cual exceden en cierto rango de limites de tolerancia de este

pardmetro para algunas especies de peces de agua dulce. (Blanco Adrian, 2007)

Temperatura

Es el factor que mds influencia tiene en los lagos, pues determina la densidad,
viscosidad y movimiento del agua. La temperatura juega un papel importante en la
distribucién, periodicidad y reproduccién de los organismos. Ademads los peces no

son capaces de regular su propia temperatura y adquieren la temperatura del agua.

El agua posee propiedades térmicas que seran descritas a continuacion:

a. Calor especifico. La capacidad calorica del agua a 15° C representa la unidad y,

por tanto, el calor especifico de otras sustancias se expresa como referencia al del
agua. Una masa de agua requiere gran cantidad de calor para elevar su temperatura,
pero tarda mds para enfriarse; por esto el agua actiia como regulador térmico.

b. Calor latente de fusion. Para convertir 1 gramo de hielo en agua se requieren 80

calorias a 0° C.

c. Conductividad térmica. La conductividad térmica del agua es muy baja, por tanto

su calentamiento por conduccién es muy lento.

d. El calor latente de evaporacién. Es el més alto. Gran parte de la radiacién solar se

utiliza en la evaporacion del agua, produciendo efectos beneficiosos sobre los climas

y éstos a su vez sobre las comunidades.
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e. Densidad del agua. El agua al solidificarse aumenta de volumen, por tanto el

hielo flota sobre las aguas. Esta propiedad evita que los lagos se solidifiquen

totalmente, cuando las aguas se congelan en la superficie. (Marcano, J., 2009)

Los valores encontrados de Temperatura en el agua del embalse de la ESPOL se
encuentran en un rango de 24 a 27 lo cuales establecen que son éptimos para la vida

acudtica y no presentan variacién en todo el embalse.
2.4 Método del nimero mas probable (NMP)

Las pruebas seriales de la dilucién miden la concentracién de un microbio del
blanco en una muestra con una estimacion llamada el niimero mas probable (NMP).
El método de fermentaciéon de tubos mudltiples es utilizado para determinar
estadisticamente al ndmero mds probable (NMP) de bacterias presentes en una
muestra de agua o alimentos. Asi como se puede utilizar para varios tipos de
alimentos, también se puede utilizar en diferentes tipos de muestras de agua como:
lodo de agua residual, sedimentos, agua turbia y agua de lagos, rios, etc. Este método

es util para detectar pequenas cantidades de microorganismos. (Armas Javier, 1998)

El NMP es particularmente ttil para las concentraciones bajas de los organismos
(<100/g), especialmente en leche y agua y para esos alimentos que la materia de
particulas puede interferir con la colonia exacta cuenta, solamente los organismos
viables son enumerados por la determinaciéon del NMP. El NMP se debe juzgar
como estimacién de las unidades del crecimiento (GUs) o de las unidades de la

formacion de colonias (GFUs) en vez de bacterias individuales.

Las bacterias se distribuyen aleatoriamente dentro de la muestra, las bacterias son
separadas, no arracimado juntas, y no se rechazan. Cada tubo que inoculan contiene
incluso un organismo viable producirdn crecimiento perceptible o cambiarédn, sin

embargo los tubos individuales de 1la muestra son independientes.

La esencia del método del NMP es diluir la muestra a tal grado que los inocula en
tubos a veces pero no siempre contengan organismos viables. El “resultado”, es

decir, el nimero de tubos y el nimero de tubos con crecimiento de cada dilucidn,
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implicard una estimacién de la concentracion original, no diluida de bacterias en la
muestra. Para obtener estimaciones sobre una amplia gama de concentraciones
posibles, los microbidlogos utilizan diluciones seriales que incuban los tubos en

varias diluciones.

El NMP es el numero que hace mas probable observar el resultado. Es la solucion

para el ?, concentracion, en la ecuacién siguiente

K K

gmj t?

1 -exp (- 2mj) ~ Gmj ael

= g =l

Donde el exp (x) significa e*, y
K denota el nimero de diluciones,
El gj denota el nimero (o el crecimiento) de tubos positivos en la dilusién del jzh,

El mj denota la cantidad de la muestra original puesta en cada tubo en la dilusién del

Jjth,
El #j denota el nimero de tubos en la dilucién del jth.
Esta ecuacidn se puede solucionar generalmente por la iteracion.

McCrady (1915) public6 la primera valoracién exacta del nimero de bacterias
viables por el método del MPN. Halvorson y Ziegler (1933), Eisenhart y Wilson
(1943), y Cochran (1950) publicaron los articulos sobre las fundaciones estadisticas
del MPN. Woodward (1957) recomend6 que las tablas del MPN deben omitir esas

combinaciones de los tubos positivos (altos para las concentraciones bajas y bajo
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para las altas concentraciones) que son tan improbables que levantan preocupaciones
por error o la contaminacion del laboratorio. De Man (1983) public6 un método del

intervalo de la confianza que fue modificado para hacer las tablas para este apéndice.
Intervalos de la confianza

Los intervalos de la confianza de 95 por ciento en las tablas tienen el significado

siguiente:

Antes de que se inoculen los tubos, la ocasion es por lo menos 95 por ciento que
el intervalo de la confianza asociado al resultado eventual incluird la concentracion
real, es posible construir muchos diversos sistemas de los intervalos que satisfacen

este criterio.
Resultados improbables

Varios problemas potenciales pueden causar resultados improbables. Por ejemplo,
puede haber interferencia en las diluciones bajas o seleccionar a demasiadas pocas
colonias en las diluciones bajas para una prueba de la confirmacién puede pasar por
alto el microbio de la blanco. Si el problema se cree limitado a las diluciones bajas,
después usar solamente las altas diluciones con los tubos positivos pudo ser mds
confiable. Si la causa del problema es desconocida, después la estimacion puede ser
no fiable. También podemos encontrar tubos poco concluyentes, en estos casos
especiales donde los tubos no se pueden juzgar o positivos o negativos, estos tubos

se deben excluir del resultado.
Limites y aproximaciones para un disefio sin una tabla

Se puede calcular con una estimacion del MPN. Primero, seleccionar la dilusién
mas baja que no tiene todos los tubos positivos. En segundo lugar, seleccionar la
dilusién mds alta con por lo menos un tubo positivo. Finalmente, seleccionar todas
las diluciones entre ellas. Utilizar solamente las diluciones seleccionadas en la

formula siguiente de Thomas (1942):
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MPN/g = ()/(del gj del ? mj) del ? del tjmj del ? (tj-gj)™?

La adicidn de las diluciones y el gj del ?: denota el niimero de tubos positivos.

El tjmj del ?: denota los gramos de la muestra en todos los tubos en las diluciones

seleccionadas.

El mj del ? (tj-gj): denota los gramos de la muestra en todos los tubos negativos en

las diluciones seleccionadas.

Los ejemplos siguientes ilustrardn el uso de la formula de Thomas. Asumimos que

las diluciones son 1.0, 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 G.

Ejemplo (1) Para el uso del resultado (5/5, 10/10, 4/10, 2/10, 0/5) solamente (--, --,
4/10, 2/10, --); tan tjmj del ? = 10 * 0.01 + 10 * 0.001 = 0.11. Donde *
multiplicacién de los medios. Hay 6 tubos negativos en 0.01 y 8 tubos negativos en

0.001, tan mj del ? (tj-gj) = 6*0.01 + 8*0.001= 0.068. Hay 6 tubos positivos.

MPN/g = 6 (0.068 * 0.11)™® = 6/0.086 = 70/g

Procedimiento en el laboratorio
Preparar el material

La preparacion de los materiales se realizé dos dias antes de la toma de la
muestra. Se pesaron 129.94 gm del caldo lauryl tryptose y se preparé con agua
destilada, una vez disuelto el caldo lauryl tryptose fue calentado hasta quedar una
solucién homogénea. Luego se procedio a llenar los 360 tubos cada uno con 10 ml
de la solucién preparada anteriormente. Los tubos fueron sometidos a la

esterilizacion en humedo, utilizando el autoclave marca Selecta.
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Procesar la muestra

Después de tomar la muestra en el drea de estudio, se colocd 9 ml de solucién
buffer en los tubos para realizar las diluciones, luego se etiqueté los tubos. Al
empezar a procesar la muestra se necesité homogenizar la muestra traida del area de
estudio (18 muestras). Luego se tom6 1 ml de muestra en 9 ml de solucién buffer
(10™) y se continu6 colocando 1 ml de muestra en los primeros tubos de caldo lauryl
(10%, este proceso continud hasta llegar a la dilucién 107, Finalmente se colocaron

los 360 tubos en la incubadora por 48 horas a 35°C.
Procedimiento de la confirmacion con el caldo Bile al 2%

En base a los resultados obtenidos después del periodo de incubacién, se
determind los “resultados presuntivos” para la presencia de coliformes totales. El
proceso de confirmacion de la presencia de coliformes totales fue realizado
utilizando caldo Bile al 2% luego de su esterilizacién en himedo. Asi muestras
presuntivas positivas fueron inoculadas en el caldo Bile al 2%. EI proceso de
inoculacion fue realizado introduciendo las asas previamente esterilizadas al fuego
para eliminar cualquier contaminante. Luego se introdujo en los tubos de caldo Bile
al 2% (respectivamente etiquetados). Al final fueron colocados los tubos por 48
horas a 35°C en la incubadora. Después de las 48 horas de incubacién se determind
la presencia de burbujas de gas en los tubos de fermentacion los cuales a su vez
fueron registrados. Los resultados obtenidos fueron leidos en las tablas estdndares
del método del nimero mdas probable para estimar el MPN/100 ml de bacterias

coliformes totales.
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Figura 11. Resultado positivo de coliformes totales Foto: Sofia Marquez

2.5 Analisis estadistico

El andlisis estadistico utilizado para la comparacion de datos fue realizado por
ANOVA de dos vias utilizando el programa Excel, como se puede apreciar en los
Anexos 1 y 2. La comparacion fue realizada entre los estdndares nacionales por el
Libro TULAS 2002 y los resultados obtenidos en las distintas zonas distribuidas en
el embalse de la ESPOL.



CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis de Resultados

Las zonas seleccionadas para esta investigacion fueron la zona que se encuentra
cercana al dique (zona A), la zona intermedia del embalse (zona B) y la zona cercana

a las instalaciones de SEBIOCA (zona C).

30T )]
)

Figura 12. Mapa del embalse de la ESPOL, 2009. Foto: Gloogle Earth
1. 2°08°39.48°’S —79°57°53.59”°0
2. 2°08°39.89’S —79°57°33.94°0
3. 2°08°55.74°S —79°57°32.96°0
4. 2°08°56.47°S —79°57°52.71°0
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En cada una de estas zonas se determinaron 6 puntos de muestreo 3 a nivel de
superficie (Om) y 3 a una profundidad (5 m). Estas zonas son representativas de todo
el embalse, el cual se encuentra en contacto con el hombre y los animales que
habitan este lugar. El método para el andlisis para determinar la calidad de agua fue
el método del nimero mds probable de coliformes totales (NMP). El periodo en que
se realizd esta investigacion fue entre el mes de octubre y noviembre del afio 2009,
considerados meses importantes debido a que estos meses representan la finalizacion

de la época seca.

Los muestreos tomados durante el mes de octubre y noviembre en las distintas
zonas distribuidas en el embalse de la ESPOL fueron utilizados para elaborar el
método del nimero mds probable para determinar los coliformes totales. Estos datos
se describen en la tabla III y tabla IV para el mes de octubre y noviembre
respectivamente. Realizando un andlisis de estos datos pudimos determinar que en el
mes de octubre en la zona A presenta un valor promedio de 375 NMP/100ml. De la
misma manera se pudo establecer que el mes de noviembre presenté un valor

promedio de 358.33 NMP/100ml.

En la zona B durante el mes de octubre se registré un valor promedio de 335
NMP/100ml. En la zona B en el mes de noviembre presentd un valor de 240.33
NMP/100ml. En el mes de octubre para la zona C presenta un valor promedio de
40.33 NMP/100ml. En el mes de noviembre se determiné un valor promedio de

381.67 NMP/100ml.

Los resultados obtenidos durante los muestreos realizados en el mes de octubre y
noviembre de 2009 no presentaron diferencias significativas (p>0.05). Asi se pudo
inferir que la presencia de coliformes fue constante sin presentar variaciones de

importancia en este periodo de tiempo.



OCTUBRE MPN/100ml
oM 5M
A 300 1300
A 60 210
A 170 210
B 140 230
B 40 1300
B 40 260
C 20 90
C 20 40
C 40 32

Tabla Ill. Resultados del muestreo Octubre 2009.

Fuente: Sofia Marquez

NOVIEMBRE | MPN/100ml
oM 5M
A 1100 140
A 260 120
A 210 320
B 900 70
B 340 40
B 32 60
C 260 480
C 130 120

C 1300 0

Tabla IV. Resultados del muestreo Noviembre 2009.

Fuente: Sofia Marquez
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3.2 Analisis de parametros Fisicos (Oxigeno disuelto, pH y Temperatura)

Ademads del realizar el muestreo para la toma de agua utilizada para la
elaboracion del método del nimero més probable distintos pardmetros fisicos
(Oxigeno Disuelto, Temperatura y pH) fueron establecidos en paralelo con la toma
de muestra del agua. Estos datos se describen en la tabla V y tabla VI. Haciendo un
andlisis de estos datos se pudo determinar que en el mes de octubre el Oxigeno
Disuelto, la temperatura y el pH presentaron valores 4.49 OD, 25.82 T°, 7.99 pH
respectivamente. De la misma manera en la zona A se pudo establecer los valores de
dichos pardmetros en el mes de noviembre los cuales presentaron valores promedio
5.21 OD, 24.9 T, 8.13 pH respectivamente. En la zona B durante el mes de octubre
del 2009 se pudo observar valores promedio para Oxigeno Disuelto de 4.45, la
temperatura 25.6 y el pH de 8.12. Para la zona B en el mes de noviembre los valores
promedio de los pardmetros de Oxigeno Disuelto es de 5.59, temperatura 25.28 y pH
de 8.23. En la zona C en el mes de octubre se registraron valores de Oxigeno
Disuelto de 6.23, temperatura 25.55 y pH de 8.03. De la misma manera en el mes de
noviembre en la zona C se pudieron establecer valores promedio de Oxigeno
Disuelto, temperatura y pH de 5.46, 25.18, 8.19 respectivamente. Asi pudimos
determinar que los valores promedio de los parametros fisicos en todo el embalse de
la ESPOL durante el 2009 durante la época seca (octubre y noviembre) fueron los

siguientes: OD de 5.24, temperatura 25.39 y pH de 8.12.

Los resultados obtenidos durante esta investigacion demuestran que el OD a la
hora de la toma de la muestra (entre 8HOO y 13H00) presentd niveles aceptables en
relacion a los limites de tolerancia para la vida acuatica descrita por el Libro TULAS
de 2002. Los valores obtenidos tanto como para superficie como para 5 metros de
profundidad son 6ptimos para la vida acudtica y no presentan variacién en todo el

embalse.

Los resultados obtenidos de temperatura en la investigacién presentan niveles
aceptables para la vida de los peces que habitan el embalse de la ESPOL y no

presentan mayor variacion entre las distintas zonas. Tampoco se observé a 5 metros
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de profundidad una variacién de temperatura importante en relacion a la temperatura
de la superficie. Los resultados obtenidos de pH en la investigaciéon presentan
niveles muy bajos (alcalino) en relacién a los limites de tolerancia para los peces
descrita por el Libro TULAS 2002. Este andlisis se encuentra resumido en la tabla

VIL



om 5M
OCTUBRE | OD (mg/ml) T(°C) Ph OD (mg/ml) T(°C) pH
Al 7,26 26,8 8,3 1,93 25,8 7,66
A2 6,03 25,9 8,22 0,82 25 7,36
A3 6,52 26,1 8,41 4,4 25,3 7,96
Bl 7,28 26,4 8,38 0,32 25,5 7,95
B2 7,39 25,8 8,55 0,13 24,8 7,73
B3 7,24 25,8 8,3 4,35 25,3 8,08
C1 8,1 26,1 8,43 6,61 25,4 7,95
Cc2 8,72 25,8 8,4 0,53 24,7 7,52
c3 8,21 26,2 8,23 5,18 25,1 7,66
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Tabla V. Valores de Oxigeno Disuelto, pH y temperatura a 0 y 5 metros de profundidad durante el mes de octubre 2009.



om 5M
NOVIEMBRE OD (mg/ml) T(°C) Ph OD (mg/ml) T(°C) pH

Al 7,63 25,8 | 8,38 2,28 245 | 7,77
A2 8,08 25,6 8,36 2,88 24,2 7,93
A3 7,99 25,2 8,35 2,42 24,1 8

Bl 9,13 27 8,42 2,61 25,1 7,98
B2 8,96 25,7 8,36 2,78 24,1 8,23
B3 8,79 25,5 8,37 1,24 24,3 8,02
C1 8,99 25,9 8,31 2,79 24,2 8,02
C2 9,08 25,8 8,37 2,97 24,1 8,19
C3 8,75 26,2 8,34 0,15 24,9 7,93
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Tabla VI. Valores de Oxigeno Disuelto, pH y temperatura a 0 y 5 metros de profundidad durante el mes de noviembre 2009.

OD (mg/ml) | T(°C) pH
ZONA 5,24 25,39 8,12
TULAS 2002 5 32 9

Tabla VII. Valores promedio de Oxigeno Disuelto, pH y temperatura a 0 y 5 metros de profundidad de todas las zonas en

el mes de octubre y noviembre vs los valores estipulados por el Libro TULAS 2002.



3.3 Comparacion de los resultados con los datos historicos

1995 2008 2009
Ing. Ecuador Marcillo 200 MPN/100ML 0 0
Estudiantes de la ESPOL 0 130 MPN/100ML 0
Bioensayo 0 0 300 MPN/100ML
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Los datos histdricos sobre la calidad del agua por bacterias coliformes totales
encontrados en el embalse de la ESPOL, fueron previamente analizados en los afios
de 1995 y el 2008. El valor encontrado para la presencia de coliformes totales en el
afio de 1995 por el Ing. Ecuador Marcillo fue de 200MPN/100ML. Asi también el
valor encontrado en el afio del 2008 por un grupo de estudiantes de la Facultad de
Ingenieria Maritima y Ciencias del Mar (FIMCM) fue de 130MPN/100ML. Los
resultados obtenidos entre 1995 y el 2008 indican que el nimero de bacterias
coliformes se redujo por la precipitacion que se presenté durante el 2008, sin
embargo por la sequia observada en el 2009, se puede dar cuenta que las bacterias

coliformes han aumentado con relacion a los afios anteriores.

3.4 Comparacion de los resultados con el estandar

El Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria (TULAS) tenemos la
Norma de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes: Recurso Agua en el 2002.
Los diferentes criterios para la calidad de agua en los diferentes usos son
preservacion de flora y fauna, uso agricola o de riego y recreativo. Cada estdndar
establecido en el libro TULAS posee un limite permitido de NMP/100 ml. Los
resultados obtenidos en el Embalse de la ESPOL, comparados con los estindares
nacionales indicaron que no se encuentran fuera del limite permitido. El estdndar
para las actividades de recreativo secundario no se aplica para los 5 metros de

profundidad (solo se aplica a botes). Se describe en la tabla VIII.
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Octubre Noviembre
oM 5M oM 5M
A B C A B C A B C A B C
300 140 20 1300 230 90 1100 900 260 140 70 480
60 40 20 210 1300 40 260 340 130 120 40 120
170 40 40 210 260 32 210 32 1300 320 60 0
x 176,67 73,33 26,67 573,33 596,67 54,00 523,33 424,00 563,33 193,33 56,67 200,00
s 120,14 57,74 11,55 629,31 609,29 31,43 500,03 440,05 641,27 110,15 15,28 249,80
n 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
MPN /100 ML|  t Max 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92
Preservacion de flora y fauna 200|lguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales
t 0,34 -3,80 -26,00 1,03 1,13 -8,05 1,12 0,88 0,98 -0,10 -16,25
Agricola 1000|Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales Iguales
t -11,87 -27,80 -146,00 1,17 -1,15 52,13 -1,65 -2,27 -1,18 -12,68 -106,96 -5,55
Recreativo primario 1000|lguales Iguales Iguales Iguales Iguales lguales Iguales Iguales lguales Iguales Iguales lguales
t -11,87 -27,80 -146,00 1,17 -1,15 52,13 -1,65 2,27 -1,18 -12,68 -106,96 -5,55
Recreativo secundario 4000|lguales Iguales Iguales Iguales Iguales lguales Iguales Iguales lguales Iguales Iguales lguales
t 55,12 | -117,80 -596,00 9,43 -9,67 217,44 -12,04 -14,08 -9,28 -59,86 447,13 -26,35

Tabla VIII. Comparacién de resultados con los estindares establecidos en el libro TULAS.
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CONCLUSIONES

El rango encontrado de coliformes totales en el embalse es de 0 a 100, lo cual no
se encontro variaciones importantes en la presencia de coliformes totales durante
los meses de octubre y noviembre (época seca) del afio 2009 en la zona A, By C
analizadas durante el presente estudio. Las zonas fueron dispuestas a nivel
superficial y a 5 metros de profundidad a fin de distribuir la toma de muestras en

el embalse de forma homogénea.

Los valores obtenidos en el presente estudio no se encuentran fuera del limite
permitido por el libro Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria
(TULAS) 2002 con respecto a los criterios establecidos que son: preservacion de

flora y fauna, uso agropecuario o de riego y uso recreativo a nivel de superficie.

Los valores encontrados de Oxigeno Disuelto en el agua del embalse de la
ESPOL se encuentran en un rango de 0.1 a 8.9 lo cual determinan que los valores
obtenidos tanto como para superficie como para 5 metros de profundidad exceden
en cierto rango los limites de tolerancia como indica el estidndar nacional en el
Libro TULAS 2002.

Los valores encontrados de Temperatura en el agua del embalse de la ESPOL se
encuentran en un rango de 24 a 27 lo cuales establecen que son 6ptimos para la
vida acudtica y no presentan variacion en todo el embalse.

Los valores encontrados de pH en el embalse de la ESPOL se encuentran en un
rango de 7 a 8 lo cual exceden en cierto rango de limites de tolerancia de este

pardmetro para algunas especies de peces de agua dulce. (Blanco Adrian, 2007)
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RECOMENDACIONES

Dada a la limitacion de los materiales utilizados para la presente investigacion no
se pudo realizar un muestreo continuo de cada punto de las respectivas zonas
distribuidas en el embalse de la ESPOL, por esta razon, se sugiere que para
proximas investigaciones se realice un muestreo continuo en los 6 puntos por
cada zona para tener un mayor andlisis de la situacién del embalse.

Se recomienda realizar un andlisis continuo de los pardmetros fisicos (Oxigeno
Disuelto, temperatura y pH) que soportan el equilibrio del embalse y asi poder
determinar las relaciones de estos parametros con los pardmetros biolégicos entre
los distintos puntos de muestreo.

Es muy importante considerar que para tener una linea base biol6gica completa
del embalse, se sugiere realizar un muestreo en la época lluviosa y asi poder
comparar las dos épocas del afio que tenemos en el Ecuador y que influyen en el
ecosistema del embalse de 1a ESPOL.

Adicionalmente de las actividades que ya se estdn realizando en el embalse de la
ESPOL, también se pueden realizar el siguiente uso que a continuacidén se
describe.

Para el uso Pecuario.

Se entiende como aguas para uso pecuario a aquellas empleadas para el
abrevadero de animales, asi como otras actividades conexas y complementarias
que establezcan los organismos competentes. Con relaciéon al Libro TULAS de
2002 es menor a 5000 NMP/100 ml y los datos obtenidos en el muestreo
realizado en Octubre y Noviembre de 2009 permiten que se pueda realizar el uso

pecuario en el embalse de la ESPOL.
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ANEXOS
OCTUBRE
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Promedio de los Valor critico
Origen de las variaciones | Suma de cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Zona 400860,4444 2 200430,2222 1,529700687 0,256000743 3,885293835
Profundidad 448720,2222 1 448720,2222 3,424671311 0,088990569 4,747225336
Interaccion Zona x Prof 199233,7778 2 99616,88889 0,76028466 0,488784698 3,885293835
Dentro del grupo 1572309,333 12 131025,7778
NOVIEMBRE
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Promedio de los Valor critico
Origen de las variaciones | Suma de cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Zona 68887,11111 2 34443,55556 0,222292657 0,803905316 3,885293835
Profundidad 562506,8889 1 562506,8889 3,63032064 0,080972362 4,747225336
Interaccién Zona x Prof 1260,444444 2 630,2222222 0,004067344 0,995942289 3,885293835
Dentro del grupo 1859362,667 12 154946,8889

Anexo A. Tabla del analisis de dos vias de los resultados en el muestreo en la época seca los dias 19 de Octubre y 9 de Noviembre de

2009
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OCTUBRE 2009 VS NOVIEMBRE 2009

Octubre Noviembre

Media 250,1111111 326,7777778
Varianza 154183,7516 146589,2418
Observaciones 18 18
Varianza agrupada 150386,4967

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 34

Estadistico t -0,593093842

P(T<=t) una cola 0,278521628

Valor critico de t (una cola) 1,690924198

P(T<=t) dos colas 0,557043255

Valor critico de t (dos colas) 2,032244498

Anexo B. Tabla del andlisis de dos vias de los resultados en el muestreo de la época seca de los meses Octubre y Noviembre de 2009.



OCTUBRE 2009

Nivel Superficial

uZONAA
U ZONAB
ZONAC

Nivel Profundo
5 metros

4%

M ZONA A
M ZONAB
MZONAC

Anexo C. Distribucién de coliformes a nivel superficial y a 5 metros de profundidad en el mes de Octubre.
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NOVIEMBRE 2009
Nivel Superficial Nivel Profundo
5 metros
HZONAA HZONAA
B ZONAB B ZONAB
MZONAC MZONAC

Anexo D. Distribuciéon de coliformes a nivel superficial y a 5 metros de profundidad en el mes de Noviembre.




OCTUBRE 2009 VS NOVIEMBRE 2009

Nivel Superficial vs Nivel Profundo 5 metros

LWZONAA
LIZONAB
LIZONAC

Anexo E.

Distribucidn de coliformes a nivel superficial y a 5 metros de profundidad Octubre vs Noviembre.
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PARAMETROS FiSICOS
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Anexo G. Comparacion de Pardmetros Fisicos Vs Libro TULAS 2002
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TABLA DEL METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE

Tabla 1. Para 3 tubos cada uno en 0.1, 0.01, y 0.001 inocula de g. ¢! MPNs
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Anexo H. Tablas del método del NUmero Mas Probable (NMP)
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