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RESUMEN

En los sedimentos, los metales pesados presentan diferentes caracteristicas y
comportamientos en términos de interaccién quimica, movilidad, disponibilidad y
toxicidad potencial. Debido a que no se reportan estudios referentes a la toxicidad
en sedimentos estuarinos en Ecuador, este trabajo realizo un estudio integral de la
toxicidad de sedimentos en sitios de Estero Salado y Manglares Churute con base
a la determinacion de sus propiedades fisico-quimicas y los contaminantes
presentes. Se hizo uso de cistos descapsulados de Artemia salina como
indicadores de toxicidad. Se determinaron las concentraciones de metales pesados
totales en el sedimento, y se estudiaron los factores que podrian influir en su
biodisponibilidad y toxicidad en el medio. Se recurre al célculo de indices de
geoacumulacion y enriquecimiento, asi como a la extraccion secuencial selectiva
de las fracciones de metales potencialmente biodisponibles. Finalmente se
identificaron los metales pesados que podrian representar una mayor amenaza a
los esfuerzos de recuperacidon y conservacion de los sitios en estudio.
Evidenciandose que el porcentaje de eclosion de cistos de Artemia salina
descapsulada refleja los niveles de toxicidad observados en los sedimentos

estuarinos del area de estudio siendo los sitios mas toxicos ES1 Y ES3.

Palabras claves: Metales pesados, toxicidad, estuarios, extraccion selectiva.



ABSTRACT

In sediments, heavy metals have different characteristics and behaviors in terms of
chemical interaction, mobility, availability and potential toxicity. Due to the lack of
reports of toxicity in estuarine sediments in Ecuador, this work carried out an integral
study of the sediment toxicity at Estero Salado and Churute mangrove sites based
on the determination of their physicochemical properties and pollutants gifts.
Decapsulated cysts of Artemia salina were used as indicators of toxicity. The
concentrations of total heavy metals in the sediment were determined and the
factors that could influence its bioavailability and toxicity in the medium were
studied. The calculation of geoacumulation and enrichment indexes, as well as the
selective sequential extraction of potentially bioavailable metal fractions is used.
Finally, heavy metals were identified that could represent a greater threat to the
recovery and conservation efforts of the sites under study. It is evidenced that the
percentage of hatching of cysts of decapsulated Artemia salina reflects the levels of
toxicity observed in the estuarine sediments of the study area being the most toxic
sites ES1 and ES3.

Keywords: Heavy metals, toxicity, estuaries, selective extraction.
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INTRODUCCION

La actividad humana conlleva al uso de muchos compuestos que deterioran el
ambiente, entre ellos los metales pesados. Aunque son elementos que existen
naturalmente en el ambiente, sus concentraciones en el medio se han
incrementado de manera importante durante los Ultimos afios, en especial como
resultado de actividades mineras y el desarrollo de componentes electronicos.
Estos metales estan presentes en las baterias de celulares, aerosoles, pinturas
latex, tintas, entre otros. Una inadecuada gestion de los desechos que contienen
estos metales puede favorecer su llegada a rios y arroyos, acumulandose en zonas
de sedimentacion como en los estuarios, tal es el caso del Golfo de Guayaquil.
Estos metales, que generalmente se encuentran adheridos al sustrato, pueden
liberarse y estar biodisponibles para los organismos que habitan estos sistemas,

con el consiguiente riesgo ambiental.

En los sistemas acuaticos, los componentes quimicos son transportados por
particulas hasta llegar a los sedimentos, actuando éstos como fuente de
contaminacion teniendo la capacidad de retener y liberar los contaminantes a la
columna de agua a través de mecanismos de absorcion y desorcion. Los
sedimentos y el tamafio de sus particulas contribuyen a la contaminacién quimica,
debido a que la parte constituida por limo y arcilla es transmisora de productos
qguimicos adsorbidos por los sedimentos, en especial plaguicidas clorados y la
mayor parte de metales, siendo transportados desde los sedimentos al sistema
acuatico (Rodriguez, 2011). Estos contaminantes llegan a los sedimentos a través
de actividades industriales y agricolas que no poseen un control estricto en el
desecho de sus residuos. Estas actividades son comunes a lo largo del Golfo de
Guayaquil generando una gran preocupacion en la zona. Cuando se habla de
contaminantes relacionados a las actividades mencionadas los mas comunes son
los metales pesados y pesticidas (Yucra, Gasco, Rubio, & Gonzales, 2008). Los
metales pesados ademas de ser perjudiciales para la salud humana pueden
bioacumularse en los organismos. Dentro de los efectos nocivos que estos metales

han mostrado en organismos se encuentran mutagénesis, déficit neuroldgico
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ademas de perturbar los procesos de reproduccion (Londofio, Londofio, & Mufioz,
2016).

Los compuestos quimicos asociados a los sedimentos ingresan en la cadena
alimenticia de muchas formas. En los organismo acuaticos, los metales pesados
son asimilados por los siguiente érganos: branquias, revestimiento cutaneo y tracto
digestivo; por otra parte, la eliminacion se da a través de las vias urinarias, via fecal
y glandulas de excrecion. Normalmente los sedimentos finos son el suministro
alimentario de organismos que habitan en el fondo y son alimento de organismos
superiores. Cabe recalcar que los compuestos toxicos se acumulan biolégicamente
en organismos como el pescado y otros depredadores superiores, siendo estos
contaminantes transportados desde la tierra'y por medio de procesos como erosion
a organismos superiores, incluido el hombre. Por esto es importante el monitoreo
continuo del habitat que es fuente de alimento para los habitantes del Golfo de

Guayaquil y evitar un dafio a largo plazo.

A fin de determinar los niveles de contaminacion en sedimentos frecuentemente se
recurre a su caracterizacion quimica, sin embargo, en muchas ocasiones
restricciones en equipamiento o financieras limitan su aplicacién rutinaria en
programas de monitoreo. En estos casos, se puede recurrir al uso de ensayos de
toxicidad que resultan de menor costo, permitiendo su implementacion rutinaria y
el incremento de muestras a ser evaluadas. Existen varios organismos que pueden
ser utilizados para este fin (ej. Daphnia, bacterias, otros), sin embargo, muchos de
ellos son de dificil manejo en condiciones de laboratorio (ej. mantenimiento del
stock, control de plagas, otros). La Artemia salina, un pequefo crustaceo empleado
rutinariamente como alimento vivo en acuicultura, es un organismo de facil manejo
y ha sido utilizado en ensayos de toxicidad de sedimentos con éxito (Sorgeloos et
al., 1987). De acuerdo a unos estudios de toxicidad donde se emplearon Artemia
salina en diferentes estadios de desarrollo se reportaron un total de 24
publicaciones en el test de eclosion de cistos, 85 en el test de toxicidad aguda y 18
publicaciones en el test de toxicidad cronica, ésta ultima demuestra el ciclo de vida
de la Artemia salina (Libralatoa, et al., 2016) Esto evidencia el potencial uso de

este organismo en ensayos de toxicidad.
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El uso de la Artemia salina se ha extendido a las investigaciones en toxicologia
aplicada dada la disponibilidad comercial de quistes secos, utiles como material
vivo de prueba (Meyer et al., 1982). La investigacion en Artemia tiene un amplio
espectro que va desde la evaluacion de compuestos toxicos o esenciales hasta la
exposicidn toxica aguda a diversos productos quimicos (Abdullah et al., 1997), la
deteccién de toxicos en productos comestibles y farmacéuticos, estudios de
modelos de accion toxica de sustancias y de transferencia toxica de contaminantes
(Sorgeloos et al., 1987).

Actualmente existe limitada informacion en relacion a los niveles de contaminantes
presentes en los sedimentos de nuestro Golfo, el cual posee importancia social y
econOmica (ej. acuicultura, pesca industrial y artesanal, entre otros). Resulta
necesario el contar con técnicas de monitoreo y evaluaciéon de la calidad de los
sedimentos del Golfo a fin de conservar los servicios ecosistémicos que éste
provee. Por tal razon, surge el interés de evaluar la aplicacion de ensayos
toxicoldgicos basandose en el uso de Artemia salina para los sedimentos del area
de estudio. Se pretende asi contar con métodos mas baratos que sirvan de
indicadores continuos de toxicidad en el medio, referente a metales pesados, entre

otros contaminantes.

El presente proyecto busca evaluar la viabilidad del uso de ensayos toxicol6gicos
basados en Artemia salina para determinar los niveles de toxicidad presentes en
muestras de sedimentos del Estero Salado y Manglares Churute. Adicionalmente
se determinara en los sedimentos los niveles de metales pesados presentes, su

biodisponibilidad y geoacumulacion.
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1.

CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. Movilizacién de metales pesados

Un estuario es un sistema complejo gobernado por la accion de la marea
y corriente de rio. La mezcla de agua salada y agua dulce constituye un

dindmico (Hierro et al., 2014).

En sistemas acuaticos los sedimentos poseen componentes
transportados por particulas actuando estos como fuente de polucién,
teniendo la capacidad de retener y liberar los contaminantes a la
columna de agua a través de mecanismos de absorcion y desorcion
(Wang et al., 2016).

Existen dos tipos de contaminacion al referirnos a sedimentos los
geogénicos y los antropogénicos, siendo estos ultimos los resultantes de
actividades industriales, residuos sélidos, mineros, agricolas, entre otros
contaminantes que no proceden de la propia roca en la cual se formé el

mismo.

La posibilidad de que un contaminante o algun otro elemento pase a
disolucién desde el sedimento toma el nombre de disponibilidad,
mientras que la biodisponibilidad es, si este es una fuente potencial para
ser capturado por un organismo. Siendo normalmente una pequefia
parte de una sustancia potencialmente contaminante biodisponible pero
si bioacumulable. La biodisponibilidad depende de la forma fisica y
guimica en la cual se encuentre el contaminante en el medio y la
capacidad de los organismos para tomarlos del mismo. La

contaminacion por metales pesados en los estuarios ha causado graves



1.2.

problemas en todo el mundo debido a su toxicidad, fuentes, propiedades
no biodegradables y comportamientos de acumulacion (Li et al., 2013).

Metales pesados en sedimentos

En los sedimentos, los metales pesados presentan diferentes
caracteristicas y comportamientos en términos de interaccion quimica,

movilidad, disponibilidad y toxicidad potencial (Pagnanelli et al., 2004) .

Es necesario identificar y cuantificar el modo de aparicion en el que esta
presente un metal para obtener una comprension mas precisa del
potencial y los impactos reales del nivel elevado de metales en los
sedimentos, ademas de evaluar procesos de transporte, deposicion y
liberacibn en condiciones ambientales cambiantes (Sauquillo et al.,
2003).

La mayoria de estudios sobre la contaminacion de sedimentos por
metales pesados utilizan Gnicamente el contenido total de metales como
criterio para evaluar su potencial efecto como contaminante, los mismos
mostrados en la tabla 12-1. La concentracion total de metales
proporciona informacién limitada para evaluar la biodisponibilidad o
toxicidad de los metales. Una evaluacion de los niveles totales de
metales después de una fuerte digestidén acida del sedimento puede ser
atil como un indice global de contaminacién, mas no como una fuente

biodisponible.



Tabla 1.2-1. Concentraciones de sedimentos estuarinos en el mundo.

Lugar Pb Zn Cu Cr Ni Cd As Referencia
Estero 49,50 378,96 172,18 64,42 60,14 0,50 5,12 (Fernandez
Salado, et al., 2014)
Ecuador
Ciénaga 81,7 65 20,3 428 198 2,99 ND (Espinosa et
Grande, al.,2011)
Colombia
Sai Kung- 31,2 43 25 1,2 29 0,32 ND (Tam and

Check Wong, 2000)

Hong kong
South Port 96,02 72,2 2489 60,19 139 1,46 63,2 (Sanyetal.,
Klang 2013)
Malaysia
Sado Estuary 69 507 195 63 15,09 8 50 (Caeiroetal.,
Portugal 2005)
Fediouth, 2,4 54 3,5 28,8 25 0,03 ND (Bodinetal.,
Senegal 2013)
Jambo, India 34,7 98,3 17,9 ND 322 44 ND (Behera et
al., 2013)

Fuente: Fernandez et al., 2014

Todos los enfoques mencionados se centran en la evaluacién del riesgo
ecolégico de la concentracién total del metal en el sedimento. Sin
embargo, la contaminacién natural de metales pesados esta en forma de

contaminacion combinada.

La movilidad de un metal pesado es baja pero depende de algunos
parametros como son: pH, materia organica, tipo de suelo (arcilla),
carbonatos, entre otros. Respecto al pH la mayoria de los metales estan
disponibles a pH acido, debido a que son menos adsorbidos,
exceptuando el Cr, Mo y Se. El tipo de suelo arcilloso retiene mas
metales tanto por adsorcion o por complejo de cambio entre minerales
de arcilla, contrariamente a los arenosos que carecen capacidad de
fijacion. (Sierra, 2005)



1.3.

Debido a las condiciones quimicas y geoldgicas, los metales pesados
en los sedimentos pueden existir en diferentes formas: soluble,
intercambiable, ligado a la materia organica, ocluido en éxidos de Mn o
Fe, como componente de carbonatos, fosfatos, sulfuros u otros
minerales secundarios, como silicatos (residual) (Tessier et al. 1979).
Por lo tanto, el portador de operaciones de andlisis de fases de los
metales pesados podria proporcionar mucha informacion atil sobre la
naturaleza quimica o potencial de movilidad y la biodisponibilidad de un
elemento en particular, que por lo tanto puede ofrecer una estimacion
mas realista del impacto ambiental real (Yang, 2009). El protocolo mas
utilizado para extraccion secuencial selectiva es el de Tessier et al.,
1979.

Caracteristicas Artemia salina

La Artemia salina es un crustaceo que se alimentan principalmente de
fitoplancton siendo un importante consumidor primario (Sorgeloos, 1980)

de importancia econdémica que se utiliza en acuicultura.

Durante los ultimos 50 afios como muestra la figura 1.3-1, varios
invertebrados fueron evaluados para investigar su sensibilidad a muchos
agentes fisicos y quimicos para su posible uso como modelos
toxicoldgicos. Internacionalmente, la Artemia Salina es una de las

especies mas utilizadas para las pruebas de toxicidad (Persoone, 1993).

20
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Figura 1.3-1. Estudios publicados con Artemia salina de toxicidad

Fuente: Libralatoa et al., 2016.
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Las principales ventajas del uso de estos pequefios crustaceos en las
pruebas de toxicidad son: la rapidez del bioensayo (28 - 72 h desde la
eclosion), rentabilidad, disponibilidad de quistes duraderos comerciales,
disponibilidad todo el afio. (Manfra et al., 2012)

Otras ventajas son el buen conocimiento de su biologia y ecologia, facil
manipulacion y mantenimiento en condiciones de laboratorio, cuerpo
pequefio tamafio que permite el alojamiento en pequefios vasos o
microplacas y alta adaptabilidad a diversas condiciones de ensayo.
(Nunes et al., 2006)

Los quistes de Artemia salina tienen un proceso de descapculacion,
después de un periodo de desarrollo en el quiste, las larvas pre-nauplio
emergen a través de una grieta en la cascara del quiste. Unas horas

después, las larvas de nauplio nadan libremente.
Existe actualmente un amplio conocimiento de la fisiologia, bioquimica y

biologia de este periodo de Artemia (Bagshaw y Warner, 1979), lo que

posibilita la comparacion con el desarrollo normal de la misma (figura

el 3]+

E2 Embrion E. Nauplio | Nauplio Il

Figura 1.3-2. Proceso de eclosion
Fuente: Libralatoa et al., 2016.

1.4.Concentraciones evaluadas en toxicidad por Artemia salina

De acuerdo a la revision de la literatura y a los estudios que se han hecho
de toxicidad empleando la Artemia salina, se puede realizar un cuadro

de algunas de las concentraciones a las cuales tanto cistos como
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nauplios presentan efectos letales expuestos en la tabla 1.4-1 y tabla
1.4-2.

Tabla 1.4-1. Concentraciones evaluadas en toxicidad durante eclosién

Referencia Compuesto Indicador
(Garaventa et Piritiota de Zinc LC(48)s0= 35.74mg/L
al.,2010) C10HsN202S2Zn EC(48)s0= 11.19mg/L
(Huang et al., 2015) Cd LC(48)s0=0,212mg/L
KoCrO7 LC(48)s0= 32mg/L
(Manfra et al., 2015) CuSOq4 LC(48)s0= 2.51+0.22mg/L
EC(48)s0= 2.51+0.37mg/L
(Mac Rae and Cu LC(72)s0= 0.0064mg/L
Pandey, 1991) Pb LC(72)s0= 0.0207mg/L
Zn LC(72)s0= 0.065mg/L
Ni LC(72)s0= 0.587mg/L

Fuente: Libralatoa et al., 2016.

Tabla 1.4-2. Concentraciones evaluadas en toxicidad durante la fase de

nauplio
Referencia Compuesto Indicador
(APAT and IRSA- K2CrO7 EC(48)= 16+8.4mg/L
CNR, 2003) CuSOa EC(48)= 4.5+2.0mg/L
(Guzzella, 1997) K2CrO7 EC(48)= 16+8.4mg/L
CuSO. EC(48)= 4.5+2.0mg/L
(Kissa et al., 1984) Cd LC(48)s0= 160mg/L
Ni LC(48)s0= 163mg/L
Co LC(48)s0= 172mg/L
Cr LC(48)s0= 8mg/L
(Manfra et al., 2015) CuSOq4 EC(48)=5.63 — 23.31
(Togulga, 1998) K2CrO7 LC(48)s0= 34mg/L

Fuente: Libralatoa et al., 2016.

El cadmio es extremadamente toxico para los adultos y para las larvas
Artemia, pero las LC50 reportadas son tan altas como 10 mM (Trieff,
1980, Sleet y Brendel, 1985). Se demuestra segun la revision de la

concentracion de toxicidad a la cual las larvas pre-nauplio fueron
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1.5.

expuestas antes de la eclosiébn son mucho mas sensibles al cadmio que
las larvas de nauplios nacidas. El cadmio retarda el desarrollo y la
eclosion de larvas; concentraciones mas altas bloguean la eclosion casi
completamente y por lo tanto son letales. Sin embargo, las larvas
detenidas en la etapa de emergencia sobreviven durante 24 horas o mas
antes de sucumbir a los efectos del cadmio, y durante este periodo el
efecto potencialmente letal es reversible si las larvas se colocan en un
medio libre de cadmio. Los efectos del zinc es similar a los del cadmio,

aunque el zinc es menos toxico a concentraciones iguales.

Estero Salado y Manglares Churute

El Golfo de Guayaquil es una de las zonas mas productivas de la
noroeste de América del Sur. Esta area contiene el 81% del sistema de

manglares ecuatoriano. (Monserrate et al., 2011)

En el Golfo de Guayaquil, los rios de agua dulce que descienden de las
montafias convergen con el agua salada del mar; forman el mayor
estuario de la costa del Pacifico de Sudameérica. Donde se encuentra la
mayor area de manglares de los estuarios de Ecuador. Hacia el sur de
la regidén se encuentran los manglares Churute (figura 1.5-2), la primera

area protegida de manglares en Ecuador.

Ademas de los manglares, la reserva también protege ecosistemas
aridos y ecosistemas de bosques nubosos ubicados en las colinas de la

Cordillera Churute.

La reserva es el hogar de muchas especies de vida silvestre, algunas en
peligro de extincion como el Canclén, un ave acuatica que vive en un
lago del mismo nombre, y un cocodrilo costero, que ya ha desaparecido
en otras partes de la costa. Debido a la diversidad y la extension de
humedales que la reserva protege, en 1990 fue declarada sitio Ramsar,

un humedal reconocido internacionalmente de importancia.



El Estero Salado (figura 1.5-1) esté localizado al noroeste del estuario
del Golfo de Guayaquil y al suroeste de esta misma ciudad. Se encuentra
integrado por areas salitrales, remanentes de bosque seco tropical y
bosque de manglar. Tiene una longitud aproximada de 60 kilbmetros
desde el puerto maritimo de Guayaquil hasta Posorja, siendo importante

el estudio del mismo.

Figura 1.5-2. Manglares Churute
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1. Puntos de muestreo

Las muestras de sedimento se centraron en tres puntos en el Estero
salado como se muestra en la figura 2.1-1. Caracterizada por su zona
industrial y tres puntos en Manglares de Churute caracterizada por ser

una reserva ecolégica.

—u— ES1
—e— ES2
—a&— ES3

—w— CH1
OH2 Manglares de Churute

—de— CH3
Figura 2.1-1. Ubicacién de los sitios de toma de muestras, ubicados en

Estero Salado

el area urbana del Estero Salado y la Reserva Ecolégica Manglares
Churute
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2.2.

Tabla 2.1-1. Coordenadas de los sitios de muestreo

Sitio de Latitud Longitud
muestreo

ES1 -2172741 -79,913034
ES2 -2,174118 -70,01158
ES3 -2,178889  -79,903667
CH1 -2,427305  -79,661694
CH2 -2,427515  -79,662015
CH3 -2,427701  -79,662501

En la tabla 2.1-1 se muestran las coordenadas de los sitios de muestreo
con su latitud y longitud respectivamente. Mostrandose tres sitios para
churute y tres sitios para Estero salado.

Recogida, transporte y conservacion de muestras

Los sedimentos superficiales son los que estan expuestos a cambios de
marea, por tanto, tienden a ser mas inestables y liberados a la columna
de agua. El muestreo se realizé con la ayuda de un marco de plastico de
40x20x10 cm en la zona intermareal en marea baja como muestra la
figura 2.2-2. Con la extraccion debida usando palas de plastico, medidas

necesarias para evitar contaminacion con metales.

En cada punto de muestreo se almaceno sedimento en 4 bolsas
plasticas (figura 2.2-1) medianas tipo ziploc, procurando su
almacenamiento a temperatura menor a 20°C inmediatamente después
del muestreo. Una vez en el laboratorio 3 bolsas plasticas se guardaron
a4°Cyla -15°C para sus andlisis posteriores. También fueron
tomadas muestras de agua en botellas de plastico color ambar para el

respectivo andlisis en el laboratorio.
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Figura 2.2-1.Etiguetado de nuestras

Figura 2.2-2. Delimitacién zona

2.3. Pardmetros realizados in-situ del Estero Salado y Manglares de
Churute

La medicion de los parametros: pH, temperatura, conductividad y
oxigeno disuelto se realizaron con la sonda HANNA HI9828 calibrada
previamente (figura 2.3-1). Cada parametro tiene un rango de
importancia en la vida acuatica, el pH de aguas naturales presentan un
pH entre 5,5y 8,5 mientras que concentraciones de oxigeno menores a

5mg.L-1 pueden ser sefial de un proceso de eutrofizacion en el medio.
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Figura 2.3-1. Toma multi-parametro

2.4. Secado

2.5.

El secado se realiz6 al ambiente en recipientes planos con cubierta de
plastico (figura 2.4-1) siguiendo la norma 1ISO11464:1994 con un tiempo
estimado de secado de aproximadamente 5 dias, para su posterior

pulverizacion con mortero de caucho.

Figura 2.4-1. Secado muestras

Granulometria

Técnica sencilla que permite la caracterizacién de sedimentos por un

andlisis de la distribucién del tamafio de las particulas del sedimento,

llevada a cabo por medio de tamices ASTM estandarizados de abertura

de malla decreciente. La técnica se realiz6 segun la norma internacional

ISO 11277:1998 siendo el tamizado en seco. Se utilizo el tamizador RX-
14



24 (figura 2.5-1), tamices ASTM 2, 0.5, 0.063 y 0.038 mm por un tiempo
de agitacion de 10 minutos cada muestra, pesando y registrandose la
cantidad de sedimento en cada matiz para posterior calculo de

porcentaje.

Figura 2.5-1. Tamizador

2.6. Caracterizacion Fisico-quimica del sedimento

2.6.1. Materia Organica

El porcentaje en peso de materia organica se determind por el método
de pérdida de masa por ignicién (figura 2.6.1-1). La materia organica
es oxidada a 510°C dejando ceniza y CO2 siendo muy féacil el calculo
de la pérdida de masa por este proceso. Para este método se
prepararon los crisoles, se rotularon con lapiz para luego secarlos al
horno a 100°C por 15. Se preparara la balanza y se pesan los crisoles
para posteriormente registrar como peso de crisol.

Las muestras de sedimento preservadas se descongelan hasta
adquirir una consistencia manejable, se homogeniza la muestra para
llenar cada crisol con un minimo de 50 g de cada muestra hiumeda.
Se pesa y registra para luego secar la muestra a 105°C por 17 horas,

se retira y lleva desecador por 60 minutos, pesar y registrar.
15



2.6.2.

Los crisoles son ingresados a la mufla usando siempre pinzas y
guantes por 8 horas a 440°C, luego retirados y llevados al desecador

por 2 horas, se pesa y registra.

Para este método se usaron 6 crisoles de porcelana de 50 mL de
capacidad para cada una de las 6 muestras de sedimento, balanza
electronica con una sensibilidad minima de 0,01 g, horno con
temperatura continua £5°C , desecador con silica gel, mufla thermo

scientific con temperatura continua £10°C.

MOPI550 = ((W105 — W550) / W105) x 100

MOPI 500: contenido de materia organica (porcentaje), W105: peso

seco de la muestra antes de la combustién y el W550el peso seco de

la muestra después de la combustién.

mwr“””wmm |

Figura 2.6.1-1. Muestras en mufla

Extraccidon metales totales

Se toma una muestra de 0,5 g y es digerida con agua regia a 90°C
por dos horas en un bloque de digestion. Cada muestra es diluida y
analizada por Perkin Elmer Sciex ELAN 6000, 6100 o 9000;
espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS). Se emplea un blanco que se ajusta cada 68 muestras y un
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2.6.3.

control interno cada 33 muestras, tomando en cuenta que se calibra

el equipo cada 68 muestras.

Estos analisis se realizaron en ActLabs, laboratorio canadiense que
reporto los datos con valores de porcentaje de recuperacion y

desviacion estandar.

Extraccion secuencial selectiva

Se pesa 1 g de sedimento seco y se agrega a un tubo de centrifuga
plastico de 15 mL para iniciar la extraccion, que se divide en cuatro

fases:

Fase 1- cationes intercambiables: El sedimento se extrajo por
medio de agitacion (figura 2.6.3-1) a temperatura ambiente durante 1
hora, se mezclé con 8 mL de una solucion de nitrato de potasio (KNOs3)
1M.

i B 53

Figura 2.6.3-1. Multi mixer

Fase 2- carbonatos: El residuo se lixivio a temperatura ambiente con
8 mL de Acetato de sodio (NaOAc) 1 M ajustando el pH a 5 con acido

acético (CHs3-COOH), se mantiene la agitacion continua por 5 horas.

Fase 3- 6xidos e hidroxidos: El residuo de la fase 2 se extrajo con
20 mL de clorhidrato de hidroxilamina 0,04 M en 25% (v/v) de acido

acético, este proceso se realiz6 en el equipo HACH DRB 200 (figura

17



2.6.3-2) 95°C en tubos de vidrio con agitacion ocasional durante 6

horas.

Figura 2.6.3-2. Fase 3 en el equipo HACH

Fase 4- materia organica: El residuo soélido de la etapa anterior se le
agrega a un vaso de precipitacion de 150 mL con la ayuda de 3 mL
de &cido nitrico 0,02 M y 5 mL de peroxido de hidrogeno (H202) al
30%, se ajusta el pH a 2 con &cido nitrico (HNO3) y se agita
ocasionalmente durante un tiempo de 2 horas a una temperatura de
85°C en una plancha de calentamiento(figura 2.6.3-3). En el mismo
vaso de precipitacion se agregan 3 mL de perdxido de hidrogeno
(H202) al 30% manteniendo la temperatura a 85°C durante 3 horas

con agitacion ocasional.

Figura 2.6.3-3. Planchas de calentamiento
Posteriormente se agregan 5 mL de acetato de amonio (C2H302NHa4),

32 M en 20% (v/v) de HNOs, diluido a 20 mL agitAndose
continuamente a temperatura ambiente por 30 minutos.

18



Se deja enfriar la mezcla y se lleva el contenido a un tubo de centrifuga
sin perder en lo posible sedimento.

Cada extraccion selectiva se llevd a cabo en tubos de centrifuga
(polipropileno, 15 mL) para minimizar las pérdidas del material solido.
Entre cada sucesion de extraccion, la separacion se efectué mediante
centrifugacion por medio del ROTOFIX 32A (figura 2.6.3-4) a 30.000

rpm por 60 minutos.
\ it e Ry |

300 4 50 -

Figura 2.6.3-4. Centrifuga

El sobrenadante se retiré con una pipeta de 5 mL se agregé a un tubo
de centrifuga de 15 mL y se refrigero a 4°C para posterior analisis,
mientras que los residuos se lavaron con 8 mL de agua tipo 1;
después de centrifugacion durante 30 minutos a 30.000 rpm, se
deseché el segundo sobrenadante. El volumen de agua de enjuague
utilizado se mantuvo al minimo para evitar la solubilizacion excesiva

de material sélido, especialmente materia organica.
El agua tipo 1 utilizada en la preparacion de soluciones madre y en el

paso del procedimiento de lixiviacion se obtuvo del sistema WaterPro
BT(figura 2.6.3-5).
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Figura 2.6.3-5. Equipo Water Pro

Todos los objetos de vidrio utilizados para los experimentos fueron
lavados previamente en HNO al 14%, (v/v) y se enjuagé con agua tipo
1, ademas de utilizar el Fisher Scientific (figura 2.6.3-6) con el fin de

realizar un control adecuando en el lavado.

Figura 2.6.3-6. Fisher Scientific

Todos los reactivos utilizados en este proyecto fueron de grado

analitico y se verificO la posible traza de metal de todos los reactivos
utilizados.

2.7. Caracterizacion toxicologica del sedimento

2.7.1. Preparacion del agua

Se utilizé agua de mar filtrada y tratada con calidad para bioensayos
proveniente del CENAIM, la cual fue diluida hasta 25 ppt con agua

tipo 1. Posteriormente fue esterilizada en la autoclave Sterilizer
SM300.
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2.7.2.

Se procedié a realizar una extraccion solido-liquido con 40 g de
sedimento y 160 mL de agua a 25 ppt. Este proceso se realiz6 durante
1 hora en una plancha de agitacibn magnética, posteriormente se
llevd a un proceso de decantacion (figura 2.7.1-1) durante 2 horas y
con el fin de clarificar el agua se toma el sobrenadante y se centrifugé

a 30000 revoluciones por 1 hora.

O o
.&* T

“s
)

Figura 2.7.1-1. Decantacién

Se toman 15 mL del agua extraida de cada sedimento, se acidifica
con acido nitrico y se refrigera a 4°C para su posterior analisis de Cd
y Pb en el espectrofotometro de absorcion atébmica.

Se midieron los parametros del agua extraida con el multiparametro
HANNA mostrados en la tabla 2.7.1-1. Como se muestra en la tabla
2.7.1-1 teniendo en cuenta que el oxigeno disuelto debe estar mayor
2 mg/L.

Tabla 2.7.1-1. Parametros del agua para bioensayo

T oD % Salinidad Cond. pH
°C mg/L Saturacion mS/cm
25,1 5,47 66,1 25,1 39,36 8,4

Preparacion de cistos

Se pesan 0,15 g de cistos de Artemia salina gls 210 y se hidratan con
agua tipo 1 bajo aireacion durante 2 horas en un Erlenmeyer de 100

mL (figura 2.7.2-1). Posteriormente con la ayuda del tamiz N°400 se
21



elimina el agua y se agregan en una disolucién 20 ppm de hipoclorito
de sodio con aeracion durante 8 min para su descapsulacion. Se
procede a eliminar la solucién mediante el tamiz N°400 (figura 2.7.2-
2) y a lavar los cistos hidratados con 100 mL de agua destilada, se

repiten los lavados hasta eliminar el olor de la solucién.

Figura 2.7.2-2.Tamiz N°400

Una vez terminado el proceso, se toman los cistos (figura 2.7.2-3) que
se encuentren en el fondo del Erlenmeyer y se analizan en el
estereoscopio. Se toman aquellos cistos de color naranja claro a
transparente con la ayuda de una pipeta Pasteur y se implantan 20
cistos en cada caja Petri de plastico de 20 mL, que tendra un volumen

final de agua extraida de cada sedimento de 10 mL.

Figura 2.7.2-3. Cistos hidratados y descapsulados
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2.7.3. Corrida del bioensayo

Una vez preparados los triplicados de cada extraccion de sedimento
teniendo un total para este caso de 18 cajas Petri. Se procede a
preparar el positivo con una disolucion de 20 ppm de dicromato de
potasio y el blanco que es el agua de mar a 25 ppt. Cada una por
triplicado y siguiendo el mismo mecanismo de implantaciéon de cistos

hidratados.

Se ingresan en la incubadora (figura 2.7.3-1) a 28°C con iluminacién
constante ubicada a 15 cm de las cajas Petri durante las 12 primeras

horas, posteriormente empieza su ciclo de iluminacién de 12 horas.

Figura 2.7.3-1. Bioensayo

La cajas Petri son revisadas a través de estereoscopio a partir de las
12 primeras horas cada 3 horas con el fin de evaluar su desarrollo y
porcentaje de eclosion. Como se muestra en la tabla 2.7.3-1 una vez
cumplidas las 24 horas de revisan las cajas Petri a las 36, 39 y 48
horas. Cada revision se realiza mediante el estereoscopio LEICA
EZ24.

Tabla 2.7.3-1. Registro bioensayo Artemia salina eclosionadas en

horas

Artemias eclosionadas
Zona Replica 0 12 15 18 24 36 39 48
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2.8.

2.9.

Espectrofotometro de absorcion atomica

Método que permite analizar los atomos que han sido liberados a la
matriz de fase condensada a través de la absorcion de la zona UV-visible
emitida por los atomos o iones elementales gaseosos del analito y los
atomos contenidos en la matriz, que para este Ultimo caso se requiere
de extraccion previa sometiéndose a una digestion acida con el fin de

usar moléculas con mayor radiacion UV-visible.

Se uso el método de deteccion en llama (figura 2.8-1) tanto para cadmio
y plomo, para la curva de calibracion se utilizan diferentes tipos de
analitos siendo el blanco y los estandares preparados a partir de la

solucion madre de 1000 ppm del metal a analizar.

El resultado final es el promedio de 3 mediciones realizadas y verificando
gue la recta de calibracion sea lineal, con una desviacion cuadratica igual

0 mayor a 0,995.

Figura 2.8-1.Espectrofotdmetro de absorcién atdbmica Thermo Scientific.

indice de geo-acumulacion (lgeo)

Se utilizé el indice de geo-acumulacion (Igeo) para evaluar el metal
pesado acumulado en los sedimentos, introducida por Miller (1969) y

utilizados por otros autores, Kalantzi et al., 2013, Shang et al., 2015.

El indice de geo-acumulacion puede utilizarse como referencia para

estimar la extension de los procesos de contaminacion. EI método
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evalla el grado de contaminacion de metales en términos de siete clases
de enriquecimiento basado en los valores numéricos crecientes del

indice. Esta se calcula de la siguiente manera:

lyeo = Log, (i> Ec.(2.1)
1,5Bn
Donde Cn es la concentracion del elemento en las muestras y Bn es la
concentracion geoquimica de fondo de un metal n tomada del promedio
de referencia global de roca superficial (Martin y Meybeck 1979). El
factor 1.5 se introduce para minimizar el efecto posibles variaciones en
los valores de fondo, que pueden atribuidas a variaciones litologicas en
los sedimentos (Turekian y Wedepohl 1961). El indice de geo-
acumulacion consta de siete grados o clases (Miller 1969) que se

presentan en la tabla 2.9-1.

Tabla 2.9-1. Valores lgeo

Valor Clase Grado de contaminacién
|geo |geo
0 lgeo<O No contaminado
1 O<lgeo<1 No contaminado a

moderadamente contaminado
1<lgeo<2  Moderadamente contaminado
3 2<lgeo<3 De moderado a fuertemente
contaminado
4 3<lgeo<4 Fuertemente contaminado
4<lgeo<5 De fuertemente contaminado a
extremadamente contaminado

6 B<lgeo<6 Extremadamente contaminado

Fuente: Miller, 1969

2.10. Factor de enriquecimiento normalizado (EF)

El método consiste en utilizar una referencia elemento de origen
terrigeno, principalmente Al, Fe o Si (conocido como metales terrigenos)

en este caso se utilizo Fe, para determinar la porcion terrigena de metal
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(Sterckeman et al., 2006). Para el estudio, el factor de enriquecimiento
de los sedimentos se calculd dividiendo su relacion con el elemento de
normalizacion por la misma relacion encontrada en el fondo. Por lo tanto,

EF se calcula utilizando la relacion abajo:

M
FE — (F_:)nuestra
7e)
Fe corteza

Ec.(2.2)

Donde EF es el factor de enriquecimiento, la muestra (Me/Fe) es la
proporcion de metal y concentracion de Fe de la muestra, y (Me/Fe)
corteza, es la relacién de concentracion de metal y Fe de la corteza

terrestre.

En este estudio, las concentraciones de los metales de la corteza
superficial en sedimentos (Mclennan y Murray, 1999). La ventaja de
utilizar el analisis EF es que permite establecer una linea de
contaminacion que se divide en siete clases mostrada en la tabla 2.10-1

donde se especifica la calidad del sedimento

Tabla 2.10-1. Valores EF

Clase EF Calidad del sedimento
<1 No enriquecido
1=<3 Enriqguecimiento menor
3=<5 Enriqguecimiento moderado
5=<10 Enriquecimiento moderadamente severc
10=< 25 Enriguecimiento severo
25=<50 Enriguecimiento muy severo
50 Enriguecimiento extremadamente severc

Fuente: Sterckeman et al., 2006
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2.11. Tratamiento de los resultados

El andlisis estadistico se realizo utilizando el software Statistica. ANOVA
se utiliz6 para comparar los datos de toxicidad baja y alta con las
concentraciones de los metales del sedimento de cada zona y una multi-
variable utilizando el componente principal (PCA) sobre las

concentraciones medidas de metales en sedimentos.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Parametros de agua campo

Se midieron parametros in-situ mostrados en la tabla 3.1-1. De los cuales

el oxigeno disuelto (OD) se mantuvo por debajo de 3,10 mg/L, al igual

que el porcentaje de saturacién menor a 38%.

Tabla 3.1-1. Pardmetros agua de campo

Zonas de ES1 ES2 ES3 CH1 CH2 CH3
muestreo

OD (mg/L) 2,83 2,61 3,00 3,00 2,86 3,10

% Saturacion 35,70 33,10 38,00 36,70 35,0 37,09

Salinidad (ppt) 8,09 8,46 8,12 2,34 2,25 2,53

Conductividad 13990 14590 14050 4406 4236 4742
(us/cm)

pH 7,63 7,37 7,51 7,63 7,69 7,57

3.2. Resultados de nutrientes del agua de campo

Las muestras de agua se analizaron en el laboratorio por duplicado,

evidenciandose la presencia de nutrientes como nitritos, amonio y

fosfatos con su respectiva desviacion estandar mostrada en la figura 3.2-

1.
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Figura 3.2-1. Concentraciones nutrientes.

3.3. Granulometria

Dentro de la caracterizacion granulométrica se tiene diferentes tamafios
de abertura de tamiz en mm cada uno corresponde a un determinado
tipo de grano. Siendo las particulas >2000 mm grava fina, <2000 Arena
gruesa >0,500, <0,500 arena fina>0,063, <0,063limo>0,038 y <0,038

arcilla. En la figura 3.3-1 se muestran los resultados del método.
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Figura 3.3-1. Gréfico granulometria.
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3.4. Porcentaje materia organica del sedimento

Se realizo el procedimiento para cada muestra de los sitios estudiados
por duplicado, mostrandose en la figura 3.4-1 la desviacion estandar de

cada uno, mientras en la tabla 3.4-1 el % de materia organica de cada
uno.

Tabla 3.4-1.Porcentaje Materia Organica por zonas

Estaciones  ES1 ES2 ES3 CH1 CH2 CH3
%MO 4,3231 4,5634 7,6366 3,1197 5,4392 8,7788

10~

(o]
1

Materia organica (%)

ES1 ES2 ES3 CH1 CH2 CH3
Sitios de muestreo

Figura 3.4-1. Materia organica (%) en los diferentes sitios.

3.5. Concentracién de metales

Los resultados de la tabla 3.5-1 se encuentran expresados en ppm, se
indica el porcentaje de recuperacion como medida de confiabilidad del
meétodo y el limite de detencidn para cada metal.
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Tabla 3.5-1.Concentracién de metales expresados en ppm

Simbolo Cr Ni Cu Zn As Cd Pb Hg Fe
%Recuperacion 98,4 103,4 104,8 105,79 97 83,55 87,30 100 101,3
Limite de 1 0,1 0,01 0,1 0,1 0,01 0,01 10 0,01
deteccion
ES1 74,00 58,1* 140* 255,00 4,50 0,38 80,40 0,2 5,94
ES2 47,00 44,1* 143* 199,00 1,60 0,17 26,10 0,06 4,76
ES3 65,00 70,4* 172* 346* 4,40 0,68 79,50 0,25 5,05
CH1 61,00 36,70 58,90 99,40 14,00 0,39 12,30 0,07 4,88
CH2 59,00 36,10 54,10 134,00 2,70 0,24 6,47 0,03 5,10
CH3 75,00 61,6* 70,00 89,70 9,80 0,17 11,10 0,08 4,69

* Valores que exceden la concentracién PEL de la norma canadiense de calidad de los sedimentos para la
Proteccion de la Vida Acuéatica (CCME, 2013).

3.6. indice de geo-acumulacion de Miller

El calculo de este indice se realiz6 basandose en la informacion de

metales disponibles para este método. Debido a que la concentracion

geoquimica de fondo de un metal (Martin y Meybeck 1979) hace

referencia a un reducido niumero de metales. En la figura 3.6-1 se

muestran los resultados obtenidos.

indice Igeo

Figura 3.6-1. Gréfico indice de geo-acumulacion.
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3.7. Factor de enriguecimiento normalizado

En este estudio, se usaron las concentraciones de los metales de la
corteza superficial en sedimentos (Mclennan y Murray, 1999) siendo mas
extensa su informacion. El As muestra valores de EF rondando a 6 en
CH1, mientras el valor de EF en Pb es superior en ES1y ES2 comparado

con los demas sitios (figura 3.7-1).

I Cr

7 [ Ni

- . Cu

6 1 zn

- . As

5- [ Cd

: I Pb
LL 4

L

@ |
5 31
= 1
2
1 4
o4

ES1 ES2 ES3 CH1 CH2 CH3

Sitios de muestreo

Figura 3.7-1. Gréafico indice EF.
3.8. Extraccion secuencial selectiva
El porcentaje de Cd extraido (figura 3.8-1) en su mayoria de encuentra
en F2 y F3, sin embargo, en ES1 la concentracion extraida de Cd de F1

alcanza el 15% de la concentracion total del sedimento. S e observa que

F4 es la fase con menor porcentaje de Cd extraido.
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Figura 3.8-1. Concentracién de Cd extraido (%) en las fases de la ESS.

El porcentaje de concentracion de Pb extraido (figura 3.8-2) muestran
los mayores valores en F4, siendo esta fase la ligada materia organica.

Mientras F1 es la fase con menor concentracion de Pb extraido (%).
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Figura 3.8-2. Concentracion de Pb extraido (%) en las fases de la ESS.

3.9. Bioensayo con Artemia Salina

En la tabla 3.9-1 se muestran las concentraciones de Cd y Pb en el agua

de bioensayo, las mismas que se lograron extraer por agitacion

mecanica durante 1 h del sedimento en agua a 25 ppt. Las
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concentraciones de Pb estuvieron por debajo de limite de deteccién a
excepcion de ES1.

Tabla 3.9-1. Concentracion de Cd y Pb en extracto de sedimentos para
bioensayo.

zona ES1 ES2 ES3 CH1 CH2 CH3

Cd(mg/L) 0,1348 0,0094 0,0356 0,0016 0,0011 0,0014
Pb(mg/L) 0,0084 <0,0030 <0,0030 <0,0030 <0,0030 <0,0030
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Figura 3.9-1. Porcentaje de eclosién vs tiempo de incubacion.

En la figura 3.9-1 se muestra el porcentaje de eclosion comparado con
el tiempo de incubacion, en donde se evidencia el retraso de eclosion
tanto en ES1y ES3

Utilizando el programa Statistica se realizaron algunos métodos, entre
ellos ANOVA (figura 3.9-1 y figura 3.93), con el fin de determinar el
avance de la eclosion a diferente nivel de toxicidad con el trascurso del

tiempo de incubacién y evidencia alguna diferencia significativa.
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Figura 3.9-2. ANOVA porcentaje de eclosion 24 h.
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Figura 3.9-3. ANOVA porcentaje de eclosion 12 h.

3.10. Resultados generales

Para establecer relacion entre la caracterizacion del sedimento y los
ensayos de toxicidad, se recurrio al uso de un PCA (figura3.10-1) con el
fin de agrupar por zonas la afinidad e estas caracteristicas. Se obtiene

como resultados una estrecha similitud entre ES1 Y ESS.
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Figura 3.10-1. PCA referente a zonas de muestreo.

Para evaluar la influencia de metales por zona se muestra en la figura
3.10-2 el PCA referente a los diferentes metales analizados, obteniendo

qgue en las zonas de mayor toxicidad ES1 Y ES3 se ven influenciadas
mayoritariamente por Pb, Hg. Cd y Ni.
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Figura 3.10-2.PCA referente a Metales.
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Una vez conocidos los metales que influyen mayoritariamente las zonas
de alta toxicidad, se analiza a través del método ANOVA (figura 3.10-3,
figura 3.10-4, figura 3.10-5 y figura 3.10-6) la concentracion de dichos
metales agrupando por efectos de alta y naja toxicidad. Aquellos con un
p<0,005 muestran una diferencia significativa entre la concentracion

reportada en alta y baja toxicidad.
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Figura 3.10-3. Concentracidon de Pb expresada en ppm, agrupada en alta

y baja toxicidad
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Figura 3.10-4. Concentracion de Hg expresada en ppb, agrupada en alta

y baja toxicidad
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Figura 3.10-5. Concentracion de Zn expresada en ppm, agrupada en alta

0.8

0.7

0.6

0.5

Cd

0.4

0.3

0.2

0.1

y baja toxicidad

Cd: F(1:4)=57047;: p=0,0753;
KW-H(1;:6) = 1,9853; p = 0,1588 1
ALTA BAJA
Toxicidad

Median
[025%-75%
T Min-Max

Qutliers

Extremes

Figura 3.10-6. Concentracion de Cd expresada en ppm, agrupada en alta

y baja toxicidad
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Se puede evidenciar en la figura 3.10-6 que para concentracién de Cd
total del sedimento, no muestra una diferencia significativa p>0,005, sin
embargo al graficar Cd extraido en el agua de bioensayo se obtiene un
p<0,05.Esto es explicado con la ESS donde Cd tuvo en F1 hasta un
15% de extraccion de la concentracion total del mismo en el sedimento
de ES1.
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Figura 3.10-7. Concentracion de Cd extraida expresada en ppm,
agrupada en altay baja toxicidad
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CAPITULO 4

4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1.

4.2.

Discusién

En esta seccion se discutiran los resultados obtenidos de la
caracterizacion fisico-quimica, granulométrica y toxicoldgica realizada
en sedimentos del Estero Salado y Manglares Churute. Cuyos valores
fueron comparados con limites referenciales establecidos en normas
internacionales como la norma canadiense de calidad de los sedimentos
para la Proteccion de la Vida Acuatica (CCME, 2013), debido a que en
Ecuador no se ha encontrado normas ni valores referenciales para
metales pesados en sedimentos. También se discutirdn los resultados
de la caracterizacion de agua in-situ y contenido de nutrientes de cada

sitio de muestreo.

Caracterizacion del agua

El oxigeno disuelto es esencial para la supervivencia de los organismos
acuaticos como peces, cangrejos, almejas y zooplancton. Segun el
TULSMA la concentracién del mismo no debe ser menor a 5 mg/L ni
tener un porcentaje de saturacidbn menor a 60%. Esta norma es excedida
en todos los sitios de muestreo siendo el valor mas bajo registrado en el

sitio ES2 con 2,61 mg/L y el méas alto en CH3 con 3,10 mg/L.

La salinidad reportada para los sitios del estero salado y Manglares
Churute tienen una gran diferencia. Esto se debe a que el primero es
considerado un brazo de mar con su conexion a al rio guayas por un
ramal conocido como Estero Cobina, mientras que la reserva Churute es
el resultado de la mezcla de aguas salinas y dulces aportadas por cuatro

rios: Taura, Churute, Canar y Naranjal, provocando bajas salinidades en
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el mismo. La salinidad més baja reportada fue en el sitio CH3 con 2,25
ppt y la mas alta la registrada en ES2 con 8,46 ppt. Cabe recalcar que

estos parametros fueron medidos durante marea baja.

El pH también es un pardmetro importante debido a que se relaciona con
el equilibrio carbonico y la actividad de microorganismos (Gliessman,
2002). Para agua estuarina segun el TULSMA el pH debe estar entre 6,5
y 9,5. Todos los valores de pH de los sitios de muestreo se encontraron

dentro de este rango.

En relacion al contenido de nutrientes cabe recalcar que al no existir una
norma en Ecuador que regule los niveles de nutrientes en agua
estuarina, los valores registrados fueron comparados con la Guia de
gestién y calidad de aguas maritimas (AMWQC, 2008). Esta normativa
registra un valor limite para nitritos de 0,055 mg/L y para fosfatos de
0,045 mg/L. Si se analizan los resultados de Nitritos de los diferentes
sitios de muestreo se puede observar que los puntos evaluados en
churute cumplen con la normativa de Indonesia teniendo el valor maximo
de 0,045 mg/L en CHL1. En tanto los puntos tomados en estero salado
superan la norma teniendo el valor minimo de concentracién de nitritos
en ES3 con 0,085 mg/L y maximo en ES1 con 0,118. Este nutriente es
inestable y su presencia suele indicar una contaminacion de caracter
fecal. (Catalan L. et al., 1990; Catalan A., 1981; Metcalf, 1998)

En el caso del contenido de fosfatos este se encuentra en pequefas
cantidades en el agua. Para los sitios de estudio todos incumplen con la
norma, siendo la concentracion reportada mas alta en ES1 con 0,890
mg/L y la mas baja en CH3 con 0,237 mg/L. En la actualidad las
cantidades de fosfatos se deben a contaminaciones que pueden
proceder de campos de cultivo con el uso de fertilizantes que
posiblemente sea el caso de Churute. En el caso del estero salado los
fosfatos podrian provenir en mayor medida por desagies urbanos con

presencia de detergentes y materia fecal. (Calvachi y Ortiz, 2013)
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4.2.

Para el caso del amonio como radical es inocuo para la vida marina por
tanto no existen rangos establecidos para este nutriente. Sin embargo,
la presencia de este se origina por la descomposicion de excrementos
ya sean animales o humanos indicando un ambiente contaminado
(Calvachi y Ortiz, 2013). En relacién a las concentraciones de amonio
registradas se puede observar una gran diferencia entre las
concentraciones de churute y las del estero salado, siendo la minima en

CH3 con 0,040 mg/L y la méxima reportada en ES1 con 2,690 mg/L.

Caracterizaciéon del sedimento

La movilidad de un metal depende no solo de su especiacion quimica, si
no de parametros en el sedimento como son materia organica, minerales

de arcilla, entre otros. (Aguilar, el al., 1999)

Segun los resultados de granulometria los sitios del Estero salado
poseen un mayor porcentaje de Arcilla, siendo ES1 el que tiene un mayor
contenido de la misma (43%) seguido de ES2 con un 38%. En tanto en
los Sitios de Churute el contenido de arcilla no supero el 3,16%, estando
dominada por arena fina hasta en un 42% como es el caso de CH2. Cabe
recalcar que los minerales de arcilla son buenos adsorbentes de
metales, convirtiendo al sedimento del Estero salado en un potencial
sumidero de los mismos. Sin embargo si existe abundante materia

organica, esta puede competir por la adsorcion metales. (Galan, 2000)

La materia organica presente en sistemas estuarinos por lo general tiene
su origen en el material particulado que proviene de los rios (Escobar,
2002). Bajos niveles de materia organica muchas veces estan asociados
a un gran aporte de material inorganico o a una menor productividad
primaria debido a una menor penetracion de la luz producto de la
presencia de material fino en suspension (Escobar, 2002). Dentro de los

resultado obtenidos de los sitios del Estero salado la estacion ES1 es la
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4.3.

que tiene el menor contenido de materia organica (4,3231% en peso
seco) y ES3 el mayor contenido (7,6366% en peso seco). En Manglares
Churute de observa una menor cantidad de materia organica en CH1
con 3,1197% y la maxima en el sitio CH3 8,7788%, superando este

altimo al méximo reportado en Salado.

Metales en el sedimento

La concentracion de metales en los sedimentos fue evaluada con la
norma canadiense de calidad de los sedimentos para la Proteccion de la
Vida Acuatica (CCME, 2013). Los niveles de Ni y Cu medidos en Estero
Salado superan el PEL de la normativa canadiense, siendo el sitio ES3
el que presenta la mayor concentracion de los metales (70,4 ppm en Ni
y 172 ppm en Cu). En el caso del zinc el Unico registro que supero el

PEL estuvo en el sitio ES3 con 346 ppm.

Con el fin de determinar si los metales presentes en los sitios de estudio
tendrian una fuente antropogénica o geogénica se procedio al célculo de
los valores de EF y el Igeo. Con base en estos indices las estaciones
ES1 Y ES3 presentaron una contaminacion moderada de Zn, Cu y Pb.
En ES1 de acuerdo a estos indices la contaminacion fue
mayoritariamente por plomo, a diferencia de ES2 que no presenta
contaminacion moderada de plomo, pero si de Cuy Zn. Cabe acotar que
el niquel a pesar de que sobrepasa la norma canadiense solo presenta
valores de moderada contaminacion en ES3. En Churute el panorama
es diferente, ya que los Unicos sitios que presentan una contaminacion

moderada son CH2 por zinc y CH3 por cobre.

Los indices indican que para las estaciones ES1 Y ES3 existe un
enriguecimiento de origen antropogénico en Cu, Cd, Pb, Zn y As, a
diferencia de ES2 que solo presenta un enriguecimiento en cobre y

cadmio. Los sitios analizados en churute presentan un enriquecimiento
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alto de arsénico en especial CH1 y CH3, siendo severo y

moderadamente severo respectivamente.

En el caso de las estaciones de churute se destaca la presencia de
arsénico, siendo esto preocupante ya que Manglares de Churute es una
reserva ecologica. Una posible fuente de este arsénico pueden ser los
fertilizantes utilizados en los cultivos alrededor de la zona ya que estos
podrian contener arseniato y arsenito de calcio. El enriquecimiento de
Cd, Pb, Cuy Zn en el Estero salado proviene posiblemente por depdsito
de aguas residuales en la zona. Cabe mencionar que los sitios de
muestreo se encuentran en una zona urbanizada. También el cobre y el
plomo pueden provenir de plaguicidas e industrias de elaboracion de

pigmentos y baterias.

Con el fin de determinar la concentracion de Cd y Pb biodisponible se
realizaron ESS, que pueden determinar el comportamiento de un metal
como contaminante asociado a diferentes factores del sedimento y su
movilidad y factibilidad para ser trasferido a los organismos. Cada metal
interactia de manera diferente con las fases de sedimento establecido y

sus caracteristicas. (Galan, 2000)

En el caso del Cd las mayores concentraciones se encontraron en la
fase 2 relacionada a carbonatos. Esto debido a que este metal tiende a
guedar adsorbido por los carbonatos y su liberacion se produce a pH 5.
Los metales asociados a las fases F1 Y F2 son los mas criticos para la
vida acuatica, debido a que la primera puede liberar metales por
extraccidon mecanica y la segunda por condiciones de pH inferiores o
iguales a 5. En el caso del Cd en la estacion ES1 se obtuvo un 15% de
extraccion para F1 y en F2 un 41,6% volviéndolo un metal altamente
biodisponible para este sitio. Cabe recalcar que las concentraciones
extraidas en F1 de ES1, ES3 y CH1 superan el nivel de Cadmio
permitido en aguas estuarinas segun el TULSMA. Si analizamos la

concentracion extraida ligada a la materia organica (F4) en ES3,
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4.4.

podemos observar que esta es superior a la concentracion extraida en
F1. Esto puede responder al mayor contenido de materia organica
presente en este sitio (7,6366%). El sitio de Churute CH1 presenta un
menor contenido de cadmio ligado a F1 y F4. Esto puede explicarse por
su reducido contenido de arcilla y bajo porcentaje de materia organica,
dejando al cadmio retenido en 6xidos e hidroxidos de Fe y Mn que

corresponde a la F3.

El Pb se comporta de manera muy diferente al Cd en iguales
caracteristicas de los sedimentos de los sitios de estudio. En el Estero
salado el sitio ES3 presento la mayor concentracion extraida de plomo
en F4 posiblemente por su contenido de materia organica superior a
ES1. Esto podria ocurrir debido a que la materia organica reacciona con
el Pb formando quelatos que son muy estables.

Las concentraciones extraidas en F1 de ES1 son menores a 1%,
mientras que F3 fue la segunda fase con mayor concentracién extraida
de plomo. Siendo esto posible a que los 6xidos e hidréxidos de Fe 'y Mn
tienen una alta capacidad sorcitiva para metales divalentes,
especialmente Cu y Pb. La concentracion de metal extraida en F1 de
ES1 a pesar que representa un minimo porcentaje comparado con la
totalidad de la concentracion del metal en el sedimento, esta fase al ser
liberada por movimientos mecanicos superaria la concentracion

permitida por el TULSMA en el agua estuarina.

Esta ESS evidencia que los metales a pesar de no encontrase fuera de
los limites de la norma canadiense antes mencionada, el conjunto de
caracteristicas del medio y su afinidad a estas puede volverlo mas
biodisponible respecto a su concentracion total del mismo en el

sedimento.

Ensayos de toxicidad
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Los ensayos de toxicidad con Artemia Salina mostraron que ES1y ES3
fueron los sitios de mayor toxicidad, ya que se obtuvo un menor
porcentaje de eclosion. Los niveles de toxicidad en ES1 incluso llegaron
a inhibir el desarrollo del cisto a nauplio. La concentracion de cadmio en
las extracciones de ES1 y ES2 con las que se realizd el bioensayo
supero la concentracion méxima recomendada por el TULSMA para
aguas estuarinas (0,005 mg/L y los niveles de plomo estuvieron también

por encima del limite permitido (0,001 mg/L)

A fin de explorar la influencia de los metales totales presentes sobre los
niveles de toxicidad observados en los extractos de los sedimentos se
realiz6 un analisis de componentes principales (PCA). Esta técnica
exploratoria permite la reduccién de parametros que explican la
variabilidad observada en un conjunto de observaciones (REFF). Este
analisis, el cual retuvo un 84% de la variabilidad de las observaciones en
el eje 1y 2, mostré que el plomo, mercurio, el niquel y el cadmio eran
los responsables de la mayor variabilidad observada entre los sitios de
muestreo. Asi, las seis estaciones fueron agrupadas en dos grandes
grupos. El primero constituido por las estaciones de mayor toxicidad
(ES1y ES3), los cuales presentaron los niveles mas elevados de Ni, Hg
y Pb. Un segundo grupo constituido por las demas estaciones de

estudio, en las cuales los niveles de estos metales fueron mas bajas.
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CAPITULO 5

CAPITULO 5
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Los ensayos de toxicidad muestran que el porcentaje de eclosion de
cistos de Artemia salina descapsulada refleja los niveles de toxicidad

observados en los sedimentos estuarinos del area de estudio.

Los sedimentos que presentaron una elevada toxicidad (ES1y ES3) se
caracterizaron por tener una concentracion total mas elevada de plomo,

mercurio y zinc en relacion a los otros sedimentos (p < 0.05)

El porcentaje de eclosién mostré diferencias significativas (p < 0.05)
entre las pruebas realizadas con los sedimentos de elevada toxicidad y

los de baja, el blanco, tanto a las 24 horas como a las 48 horas.

Las concentraciones de metales totales encontradas en los sedimentos
superaron en algunos casos a los valores considerados seguros en la
legislacién canadiense (CCME, 2013), tales como el cobre (<108 ppm)

Y niquel (<42,8 ppm) en Estero Salado.

Las extracciones secuenciales selectivas mostraron que el porcentaje de
metal biodisponible depende de la afinidad del mismo con las diferentes
fases de extraccion del sedimento. Existiendo metales en un mismo sitio
de muestreo como ES1 donde el Pb que presentd baja concentracion en
las extracciones de F1 (0,0279%) y F2 (3,4896%), mientras que el Cd
presento alta concentracién en F1 (15,157%) y F2 (41,68%).

A pesar que la concentracion total de cadmio en los sedimentos no
mostro diferencias significativas entre los sitios de alta y baja toxicidad,
la concentraciébn obtenida en F1 y F2 lo convierte en un metal
biodisponible con niveles potencialmente téxicos de acuerdo a la
literatura existente (TULSMA, 2015).
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5.2.

La movilidad de un metal depende no sélo de su especiacién quimica,
sino de una serie de parametros del sedimento tales como pH, materia
organica, granulometria, salinidad, carbonatos, 6xidos e hidréxidos de

Fe y Mn, entre otros.

Un estudio integral no estd completo si no se realizan pruebas
toxicoldgicas, debido a que la toxicidad de un sedimento es el resultado

del conjunto de parametros que reaccionan en el organismo.

Por tanto, es posible realizar una exploracion con Artemia salina con el
fin de determinar los sitios méas toxicos y poder caracterizar fisico-
guimicamente los sedimentos que generan un mayor impacto ambiental.
De esta manera se ahorran medios econdémicos y se enfoca
directamente en tratar el problema determinando directamente cuales

generan una mayor toxicidad.

Recomendaciones

Utilizar el método de espectrofotometria de absorcion atémica por Horno
de grafito para detectar la concentraciéon del agua del bioensayo,

logrando una medicién de concentraciones pequenias.

Se recomienda pulverizar bien las fracciones de sedimento para tener

una distribucion mas acertada.

Utilizar mascarilla para gases acidos, guantes y gafas al realizar las

extracciones de metales.
Utilizar la Sorbona en la extraccion F4 para evitar la dispersion de

vapores, agregando poco a poco el peréxido de hidrogeno debido a que

provoca una reaccion exotérmica.

o1



Realizar analisis en el sedimento mediante difraccion de rayos X con el
fin de determinar las relaciones texturales entre los distintos minerales
arcillosos y de esta manera ampliar el horizonte referente a la adsorcion

de metales.

Realizar las mediciones de fosfatos, nitritos y amonio el mismo dia, a

mas tardar pasadas las 24 horas de la toma de muestra.
En lo posible realizar la extraccién de F4 en recipientes de teflon con el

fin de evitar interferencias. Siempre dejar enfriar las muestras antes de

centrifugarlas.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Adsorcion
Operacion unitaria mediante la cual
un solido retiene en su superficie
sustancias denominadas

adsorbatos. 31, 37

Agroindustrial
Derivado de la actividad agricula o
gue se encuentra vinculado con

ella. [

Arcilla
Son particulas solidadas con un
diametro alrededor de 0.005 mm.
Presenta plasticidad, resiste a la
compresién cuando no contiene

humedad 19, 31

Bioacumulacién
Proceso de acumulacién de una

sustancia en el organismo I

Carbodn
Sustancia fosil, generalmente de
color negro, resultante de la
combustion incompleta de materia

organica. 1

Conductividad
Es un parametro que mide la
capacidad de una sustancia para

conducir energia eléctrica. 5

55

Eclosion
Accion que impide el crecimiento o
determina la rotura de la envoltura
de un huevo. XI, 13, 24, 25, 34, 35

Estuario
Es una zona de transiciéon en la
gue se unen aguas dulces y aguas

saladas X

Humedad
Contenido de agua o cualquier
sustancia liquida que se encuentra

en el interior de un cuerpo. 7

Limo
Suelo que no tiene ninguna
resistencia a la compresion por lo
gue no se la puede usar en
sedimentacion. Tiene un diametro

aproximado de 0.05 mm X

Manglar
Es un tipo de ecosistema que se
encuentra en las zonas costeras o
a orillas de los rios. Son zonas de
transicion entre el ambiente
acuatico y el ambiente terrestre XII,
3,5,29,31, 32

Materia organica
Material organico biolégico que

esta formada por células vivas y



puede llegar a descomponerse
total o parcialmente por
microorganismos. 6, 7,9, 10, 19,
30, 31, 33, 36

Metales pesados

Elemento quimico de la tabla
periodica que presenta una
densidad alta y es toxico desde
bajas concentraciones. |, X, XI, XII,
29

Sedimento

Sustancia sélida que queda
depositada en el fondo debido a su

mayor gravedad. 1, 3,4,6,7,8,9,
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11, 12, 13, 16, 19, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36

Terrigeno

Que proviene de la tierra.
Sustancias que se encuentran
asentadas y en mayores

concentraciones en la tierra. 15

Toxicidad

Efecto destructivo que causan
ciertas sustancias quimicas o
bioldgicas sobre los organismos
vivos. I, XI, XIl, 16, 26, 27, 34, 35,
36



m/m

kg
Ton

mL

km
cm
mm
nm
um

min

ppm

SIMBOLOGIA

masa/masa
Gramos
Kilogramo
Tonelada métrica
Volumen

Litros

Mililitro

Metro

Kilometro
Centimetro
Milimetro
Nanometro
Micrémetro
Minuto

Normal

Molar

Miligramo

Metros cuadrados
Centimetro cubico
Metro cubico
Moles

Grados Celsius
Partes por millén
Porcentaje

Radio

Hora

Milisiemens

57



ANEXOS



ANEXOS

ANEXO A

Norma canadiense de calidad de los sedimentos para la Proteccion de la

Canadian Colngil
of Ministars
of the Emironment

CCME

Vida Acuatica (CCME, 2013), seccion metales pesados

Les Cornail canaden
des frinistes
da lemironnemeant

Usiers are advised fo consult the Canadian Environmental Quality Guidelines introductary test, factsheet, andor protocods far specific information and implementation guidance pertaining to each

ervironmental quality puideline.
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Sediment Quality Guidelines
far the Protection of Aquatic Life
Freshwater Marine
Concentration Concentration Cancentration Concentration
Dt Dt
(g dry weight] | (g dry weight] (kg dryweight] | {pg/kg dry weight)
Chemical name Chenical groups 1506 PEL 1505 PEL
Arsenic —
mic
n::: 5400 7w 1998 T340 160 14
CASRM none
. Inorgari
Beryllium I;:";'" No dats Nodats SR |Nodats Ho dats 2154223
Cadrmiurn | )
wl‘:
e a0 1500 1897 100 1200 11
CASRN 7440439
Chrmiurn (tatal) | )
I:::"‘ 11300 80000 1908 52300 160000 198
CASRN T440.47.3
Inerganic
o 5700 147 000 1998 1870 160 g
o Metals
Inorganic
Lead 15000 81300 1998 3020 112000 14
Metals
Mercury : )
I;:";'" 1 i 1897 13 100 1t
CASRN 7435476
Inerganic
Tine 12000 35000 1998 124000 71000 g
Metals
Chermical name Chemical groups
Page 1




Registro de concentraciones de metales en sediemnto (Taylor y Leman,

ANEXO

B

2001)
Averape Average  Average river Average Deep sea
Element sediment® mud” particulate”  Loess®  Pelagic clay®  carbonate’

Li  (ppm} 21 i 15 30 57 5
Be  (ppm)} 2 3 —_ z 1.6 —
B {ppami} TS 106k 7O — 30 55
Ma (Wil 1.25 089 a7l L4 4.0 0z
Mgz (Wil 1.85 1.4 1.2 &R | 04
Al (Wi 710 103 a4 6.0 54 2.0
81 (wiSed no a9 189 357 5.0 32
P | ppami} 665 T 1150 — 15040 350
K (w5 135 3z 20 L9 05 03
Ca  (wi%) G4 093 02 o7 0.03 31.24
Sc (ppm) 14 15 18 g 19 2
T (wi%) 045 &0 .56 041 0.46 o8
v {ppami} [ Rl 1 41k 170 73 120 il
Cr  (ppm) T4 10k L] 44 a0 11
Ma  (ppm) Lt BE0 1050 560 &a70 B
Fe  (wi%) 4.0 5.1 48 24 6.5 0o
Co (ppm) & il i} 11 T4 7
N (ppm) Ay &l Oy el I30 30
Cua  (ppm)} Ay ki ] 1} 18 50 I
Fn (ppm) B5 B5 350 &0 a0 15
Ga (ppm) & il 15 4 0 13
Ge (ppm) 1.5 2 —_ — z o0z
Rb  (ppm) [Rilv] 1 & 10} 85 110 1
Sr (ppm) 385 200 150 192 18 20
b {ppmi} 21 7 18 25 40 42
fr (ppm)} 210 20 — 175 150 i)
Nk (ppm) 17 19 — 20 14 —
Mo  (ppm} — 1.0 3 — 27 —
Cd  (ppb) — — (D] — 300 —
Sm  (ppm} 5 L3 — 5 3o —
Cs  (ppm)} 4.5 & L3 4 ] 04
Ba (ppm} 4RI 650 G 625 2300 [Ri]
La (ppm)} 8.3 B2 46 354 42 1
Ce  (ppm} 58.0 TO& i8] TE.6 BO —
Pr  (ppm)} 652 B.R3 a0 546 10 —
MNd  (ppm} 1409 339 33 330 41 —
Sm  (ppm)} 473 5.55 7.0 638 5.0 —
EFu  (ppm} B 1.08 1.5 LI8 1.8 —
Gd  (ppm) 36l 4686 54 461 B3 —
Th  (ppm} (L] 0774 (LR 1] oEl 1.3 —
Dy (ppm} 36l 4.68 54 482 T4 —
Hao  (ppm) .76 gl 1.1 Lo 1.5 —
Er  (ppm)} 2.1% 285 il TE5 4.1 —
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ANEXO C

Promedio global de roca superficial en ppm (Martin y Meybeck,1979)
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ANEXO D
TULSMA, concentracion de metales en aguas estuarinas

TABLA 3: CRITERIOS DE CALIDAD ADMISIELES PARA LA PRESERVACION DE LA VIDA ACUATICA ¥ BILVESTRE EN

AGUAS DULCES MARINAS ¥ DE EETUARIDES

PARAMETROS Expirassdos Coamsd Unddad Criterio de callidad
Aguadulce Agua marina y do
estuario
Aluminia’™ Al e o 1.5
Amonisco Total™ HH3 e - o
Arsénico o 0,05 0,05
Barnia Ea i 1,0 10
Berlo B o ['%] 1,5
Ellenilas Polidorados \Corcentracion de PCES Hgil 1.0 1.0
= o
Bom B el 7S 50
dmin -d il 0,001 0,005
Clanuns CH il a,m 0,0
anc In el 0,03 0015
Cioro residual ol iy o o,01 0,0
Cloncfenoles™ el 0,05 .05
Cobalio o el a2 02
Cobre (=T] el 0,005 0005
Croma fiotal cr mgil 003z 0,05
Estafd 5n mgi Z,00
Fencles monohidricos Expressdo oomo el 0,001 0,001
B
Argies y grasas ‘Zusiancias solubles en el 3 o3
Feeaana
Hidrozarburcs Tolales de TFH mgi 005 0,05
Feirdlen
Hizra Fe migil [E] 0,3
Manganeso Fin mgil [ R} o
Materia Nolarde de visible Asencia Ausencia
origen anirdpico
Mercurio: Hg mgil 0,0002 0,000
=T 1] Hi mgil 003E o
Ohgens Disisedio oD LT =80 =Bl
saturacon
Fireiroldes Concenracion de i 005 0,05
pretroides itk
Flaguicidas \Organockorsdces. otkes [T 10,0 100
organcclorados iolales
Plaguicides organofosiorados | | Organolosforacos Mgil 100 10D
nolales Intales
Flaea Ag mgA .04 0,005
Floma Ph mgi 0,004 0,001
Folendal de Hidndgeno PH unidades de E58 6,5-8,5
pH
Eelenic Se mgil 0,00 0,001
TorECacivos Susianoias acivas al mgi o5 o8]
azul de metleno
Batrilns NI, mgil oz
Mitrafos MOy mgi 13 200
DapsH! DEO, migi -
Edlidos Suspendidos SaT mgil i incremenio de na aplica
Totales 1% de la comdicion
ranral

1 Aluminizc 5i o pH &5 menor a 5.5 o oriterio de calidad serd 0,005 mgil.
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ANEXO E

f-\l
Quality Analysis ... M Innovative Technologies

l‘ll-.__----"""""

Date Submitted:  10-Aug-17

Irvaice Nio.: A1 T=08500
Irvobce Dabe: 2B 1T
Your Reference:

Aura Moreno Noguera

Willa Real 1.4

Guayaguil

080812

Equador

ATTN: Aura Moreno Moguera

CERTIFICATE OF ANALYSIS

B St Sl | iy v Subisc fof ke,

Toie ksleraing il pieal ok iy &) meidis Ml Coobin UT-1-0.53 Acua Fagia ICPAWE
REPORT ERES. 12 ]
Th 5] d waly ¥ only d of P el af il STURTHE [ Wnab =5 [

(g Gt B cof s il fgarding ottt i will D S i wilhin 00 S of this neeort Our Rability i irniked Soskily 18 T il ool
e armalbyiiari. Tkl raiolbs @ D livi ooy ol i liniel adarilhed o anayibe

Blkin ab nacorTTTsEnd fof vakiis abirel P oo B Thie Ao Fom SRS B only sem 11! Fir S dala e assery B eormesases

ACTTWATION LABCRATORNES LTD. il Cstiod
41 Disarr Sirsssd, Areasier, Oeesrio, Caracs, L3G 4060
TELEPHOME =308 B4B-3871 or + 1. BBECSSLNDTT FAN o1, 300 BARIE1T
E4%l Srcaswrifecishe com ATTLADS GROUP WELESTE wew. sciabaoom
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ANEXO F

4‘.

Estadio F1 en blanco a las 18h

Estadio E2 en muestra ES3 a las 18h
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