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RESUMEN

La presente investigacidn se centra en la cuantificacion de los metales
pesados cadmio y plomo en la especie concha prieta (Anadara
tuberculosa) mediante la espectroscopia de emision éptica por plasma
acoplado inductivamente ICP-OES. El estudio, pretender identificar si
el contenido bioacumulado de los metales pesados superan los limites
permisibles establecidos por la Comunidad Europea. Se realizé un
muestreo aleatorio, en zonas de comercializacion de tres sectores del
Golfo de Guayaquil que fueron el Puerto EI Morro, Mercado Municipal
de Playas y Mercado de mariscos de La Libertad. Se analiz6 un total de
33 muestras de tejido blando de Anadara tuberculosa, se llevaron a
peso seco, se realizd una digestion acida por microondas y la
cuantificacion fue mediante ICP-OES. Los valores de Cadmio
cuantificados en la especie fueron de 0,50 - 8, 20 mg/Kg; para el Plomo
los niveles estuvieron entre 0 - 3,00 mg/Kg en base seca. Se evalud la
media de los datos frente a los limites permisibles establecidos por la
Comunidad Europea mediante la prueba t y se determiné que para el
Cadmio se supera limite permisible, mientras que para el Plomo la

media de los datos se ecuentra dentro de lo permitido.

Palabras clave: Metales pesados, cadmio, plomo, moluscos, Anadara
tuberculosa, ICP-OES.



ABSTRACT

The present research focuses on the quantification of cadmium and lead
heavy metals in the concha prieta species (Anadara tuberculosa) by
inductively coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES).
The study aims to identify whether the bioaccumulated content of heavy
metals exceeds the permissible limits established by the European
Community. Random sampling was carried out in commercialization
areas in three sectors of the Gulf of Guayaquil: Puerto EI Morro,
Mercado Municipal de Playas, and Mercado de mariscos de La Libertad.
A total of 33 soft tissue samples of Anadara tuberculosa were analyzed,
taken to dry weight, acid microwave digestion was performed and
quantification was by ICP-OES. Cadmium values quantified in the
species were 0.50 - 8, 20 mg/Kg; for Lead the levels were between O -
3.00 mg/Kg on dry basis. The mean of the data was evaluated against
the permissible limits established by the European Community using the
t-test and it was determined that for Cadmium the permissible limit was
exceeded, while for Lead the mean of the data was within the permitted

range.

Keywords: Heavy metals, Cadmium, Lead, Anadara tuberculosa,
Mollusk, ICP-OES.
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ABREVIATURAS O SIGLAS

Cd: Cadmio.

dL: Decilitros.

EPA: Agencia de Proteccion Ambiental (por sus siglas en inglés).
ha: Hectareas.

ICP: Plasma Acoplado Inductivamente (por sus siglas en inglés).
INIAP: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias.

K: Kelvin.

Kg: Kilogramos.

Km: Kilémetros.

LT: Longitud Total.

mg: Miligramos.

mm: Milimetros.

OSHA: Agencia de la Administracién de la Seguridad y Salud Ocupacional (por
sus siglas en inglés).

pH: Potencial de Hidrogeno.

Pb: Plomo.

PFA: Perfluoroalcoxi (por sus siglas en inglés).

RF: Radio Frecuencia.

SPSS: Paquete Estadistico para Ciencias Sociales (por sus siglas en inglés).
TFM: Tetrafluoroetileno modificado (por sus siglas en inglés).
UE: Union Europea.

ug: Microgramos.

WORMS: Registro Mundial de Especies Marinas.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La contaminacion presente en el ecosistema marino por metales pesados
afecta significativamente a la inocuidad de los alimentos destinados al ser
humano. Los moluscos, son conocidos como organismos filtradores,
pueden llegar a acumular metales pesados en sus tejidos, y este hecho

puede suponer un riesgo toxicolégico grave para el consumidor [1].

La actividad de extraccion de la concha negra (Anadara tuberculosa) es
una actividad productiva ancestral, que se realiza de manera instintiva e
intuitiva, su importancia no ha sido suficientemente considerada, evaluada
y reconocida en los diversos ambitos gubernamentales, empresariales y
cientificos del Ecuador y los demas paises que tiene en comun la extraccion
de la especie. El giro de negocio de comercializaciéon de la especie
contribuye a preservar mas de 156 mil hectareas de superficie de

manglares todavia existentes en la costa ecuatoriana [2].

El Golfo de Guayaquil resulta ser el estuario mas grande de Sudamérica
que se encuentra a lo largo de la costa del Pacifico. La entrada del Golfo
de Guayaquil, localizada a los 3°23’S del Ecuador, tiene una extension de
204 Km de norte a sur a lo largo del meridiano en los 81°W y se adentra en

el litoral a una distancia de 120 Km.

El Reglamento N° 1881/2006 de la Unién Europea (UE), en su seccion 3:
Metales, indica que el contenido maximo permitido en base humeda es de

1.5 mg/Kg para plomo y de 1.0 mg/Kg para cadmio en moluscos bivalvos

[3].

Se referencia que los metales pesados: plomo, cadmio, mercurio y
arsénico; se bioacumulan en importantes 6rganos de los sistemas del
cuerpo humano, las concentraciones detectadas de los elementos superan

en varios casos a las cantidades maximas permisibles establecidas por
1



organismos internacionales y algunos paises. Existe una considerable
cantidad de investigaciones realizadas por diversos cientificos en todo el
mundo, quienes han llevado a cabo multiples estudios clinicos, patolégicos
y biomoleculares. Estos estudios a menudo demuestran que la exposicion
prolongada a dosis de plomo superiores a 5 ug/dL esta vinculada a efectos
subclinicos, como la hipertensién, el dafio en la funcion renal y la disfuncién

cognitiva en los individuos [4].

El cadmio es de comprobada toxicidad para el ser humano, afecta
principalmente 6rganos “blancos” como el rifidn, higado y los pulmones;
produce hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, neurotoxicidad, teratogenicidad y

alteraciones del sistema reproductor tanto masculino como femenino [5].

La gravedad y el dafo causado por los metales pesados dependen del
tiempo de exposicion, nivel de exposicidon, susceptibilidad de la persona,
asi como de la via por la cual el metal sea absorbido en el organismo [6].
El aporte de la investigacién esta orientado a disponer de informacién
importante para reconocer la contaminacién por metales pesados (cadmio

y plomo) en moluscos bivalvos de la especie Anadara tuberculosa.

1.2 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Frente al aumento de la poblacion y la creacion de una mayor cantidad de
desechos, la humanidad ha intentado eliminar estos contaminantes, pero
los esfuerzos resultan insuficientes. Esto ha llevado en muchas ocasiones
a la conversion de los rios en vertederos de residuos, generando

desequilibrios en el entorno natural y, en numerosos casos, su deterioro [7].

La concha negra (Anadara tuberculosa) es un molusco bivalvo que se
encuentra ampliamente distribuido a lo largo de la costa del Pacifico
Oriental, abarcando desde Laguna Ballena, México, hasta Tumbes, Peru.
Este molusco bivalvo es notable por su extensa area de distribucién en esta

region costera del océano Pacifico [8].



La especie Anadara tuberculosa desarrolla su ciclo bioldgico en el fango o
sedimento de estuario hasta profundidades de 15 centimetros en sustratos
de tipo fangoso, arcilloso o limo-arcilloso que recubren a las raices de

mangle rojo (Rhizophora mangle) [9].

Actualmente existe una reduccion global del 29% del desembarque total de
unidades en millones de los moluscos bivalvos (Anadara tuberculosa y
Anadara similis) en seis puertos importantes de la costa del Ecuador donde
se expenden las especies. En un periodo entre 2004-2008, existié una
captura de mas de 55 millones de especies, esta cifra se transforma en un

valor considerable de captura [10].

Para investigadores y cientificos los metales pesados se evaluan en
especies marinas, moluscos, crustaceos, aves y mamiferos son el cadmio,
plomo, cobre, mercurio y zinc. La cuantificacién de los metales pesados
tiene como fin verificar y monitorear los limites permitidos para el consumo

humano.

En América del sur, la zona costera de la Patagonia Argentina, es un lugar
que cuenta con 3.000 Km de costa, hay investigaciones que determinaron
que en moluscos y crustaceos presentan niveles elevados de cadmio (6,75
Mg/L), plomo (10,00 — 13,20 pg/g) relacionados a la industria minera que se

desarroll6 afios antes en la zona [11].

Se revis6d estudios mas cercanos a la region de estudio del Golfo de
Guayaquil, en Puerto Huacho localizada en Peru en el afio 2015, en el cual
se determind el contenido de metales pesados en mariscos
comercializados. Los resultados indicaron que en las especies marinas
objeto de estudio presentaban para el elemento plomo (Pb) valores por
debajo de 1,5 mg/Kg, mientras que para el metal cadmio (Cd) este supera

el limite permisible de 1,0 mg/Kg.

La espectroscopia de emision optica por plasma acoplado inductivamente

(ICP-OES) por sus siglas en inglés, es del grupo de andlisis de elementos

3



quimicos; el método fue creado en la década de 1970. Tiene entre sus
princiaples caracteristicas el ser un método de rapidez, precision, menor
interferencia, amplio rango lineal y simultdneamente permite analizar varios

elementos [12].

Como se establece en el reglamento N° 1881/2006 en su articulo numero
2 considera como interés de salud publica el mantener los niveles de
contaminantes en niveles aceptables desde el punto de vista toxicoldgico.
El planteamiento de la interrogante en esta investigacién esta orientada a
¢ El contenido de metales pesados (Pb y Cd) en conchas negras Anadara
tuberculosa del Golfo de Guayaquil determinado a través de ICP-OES se
encuentra dentro de los limites permisibles establecidos por el Reglamento
N° 1881/2006 de la Unién Europea?

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

e Determinar las concentraciones de los metales pesados cadmio y plomo
presentes en la especie Anadara tuberculosa en los sectores del Golfo
de Guayaquil mediante ICP-OES.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar la metodologia experimental apropiada para la cuantificacion
de metales pesado cadmio y plomo en moluscos bivalbos.

e Cuantificar el contenido bioacumulado de cadmio y plomo en la especie
Anadara tuberculosa del Golfo de Guayaquil mediante ICP-OES.

e Evaluar el contenido de cadmio y plomo en la especie Anadara
tuberculosa con el limite maximo permisible para moluscos bivalbos

segun el Reglamento N° 1881/2066 de la Union Europea.

1.4 HIPOTESIS

Los niveles de metales pesados de cadmio y plomo en la especie Anadara

tuberculosa en los sectores del Golfo de Guayaquil se encuentran dentro
4



de los limites permisibles establecidos por el Reglamento N° 1881/2066 de

la Unién Europea.

1.5 ALCANCE

Los organismos filtradores, como los moluscos bivalvos, bioacumulan
elementos quimicos y pueden llegar a alcanzar niveles que sobrepasan a
los permitidos. Al constituirse los moluscos bivalvos como alimentos en el
Ecuador, es importante mantener y determinar una vigilancia sobre el

contenido de metales pesados que contienen.

Para el estudio se tomaran muestras de la especie de los sectores que son
Puerto el Morro, Mercado Municipal del cantén Playas y Mercado de la
Ciudad de La Libertad. Los dos primeros corresponden a la provincia de
Guayas y el ultimo a la provincia de Santa Elena; lugares donde se
comercializa la especie y que se abastecen de la especie que es capturada

en los sectores del Golfo de Guayaquil.

Ante la importancia sanitaria y de inocuidad alimentaria, el proyecto
requiere realizar una cuantificacion mediante ICP-OES de metales pesados
en la especie concha negra Anadara tuberculosa que se comercializa en
los sectores del Golfo de Guayaquil, limitando a la cuantificacion de los

metales pesados cadmio y plomo.



CAPITULO 2

2 MARCO TEORICO

21 ANADARA TUBERCULOSA

Se describe a la especie Anadara tuberculosa en la ficha pesquera 001 del
INIAP (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias), como un
molusco grande de longitud de 30 a 70 mm y de diametro de 27 a 48 mm
(puede alcanzar tallas de 110 mm, equivalva, inequilateral, ovalada,
gruesa, con 33 a 37 costillas radiales redondeadas y relativamente juntas;
el margen dorsal algo angulado por ambos extremos. Cuenta con nddulos
o también denominados tubérculos sobre las costillas, principalmente en el
margen anterior; tiene periostraco grueso, fuertemente arrugado, en el cual
se observa erosionado en los umbos, mostrando a la concha blanca, cuenta
con una charnela larga, delgada y con una prolongacién recta y muestra
bordes internos con fuertes crenulaciones que concierne a las costillas

externas [13].

Los bivalbos filtran sus alimentos, principalmente organismos
microscopicos llamados fitoplancton que son de origen vegetal, en los
juveniles y adultos los ctenidios, o branquis, muestran desarrollo y realizan
dos funciones: alimentacién y respiracién. Durante el periodo de descanso
o cuando se encuentran en un sustrato, la especie infiltra el agua mediante
la abertura o sifén inhalante, que pasa por las branquias y luego regresa al
medio a través de la abertura o sifon exhalante. Las branquias atrapan al

plancton y lo adhieren a la mucosa [14].

Segun el portal WORMS (World Register Of Marine Species) los detalles

taxondmicos de la especie se describen en la Tabla 1.



Tabla 1. Clasificacion de la especie Anadara tuberculosa

Reino Animalia
Phylum Mollusca
Clase Bivalvia
Subclase Autobranchia
Infraclase Pteriomorphia
Orden Arcida
Superfamilia Arcoidea
Familia Arcidae
Género Anadara
Especie Anadara

Tuberculosa

Nota: WORMS (World Register Of Marine Species),2023 [15]

En el afo 2008, la Subcretaria de Recursos Pesqueros del Ecuador emitio
el Acuerdo Ministerial 149, el cual establece una veda permanente
referente a la talla, la cual establece el como talla minima legal de
extraccion de 45 mm LT. Se ha determinado en los manglares de la costa
sur de Ecuador los valores promedios de longevidad, talla y edad de
madurez de la especie los cuales fueron de 7.71 + 2.53 afios, 39.13 £ 2.24
mmy 1.46 + 0.56 afos [16].

Se ha determinado en paises el Salvador y Costa Rica la composicion
nutricional de la especie Anadara tuberculosa en base seca, como se

describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion proximal promedio en base seca de A.
Tuberculosa (100g)

Anadara tuberculosa 100 g

Proteina 61,6 %
Carbohidratos 21,6 %
Cenizas 8,8 %
Lipidos 7,9 %
Valor Calorico 5,2 Kcallg
Humedad 83,5 %

Nota: A. Cruz, 2012 [17].



2.2 GOLFO DE GUAYAQUIL

En el Pacifico este, el Golfo de Guayaquil, es el estuario de mayor extension
que se encuentra a lo largo de la costa en América del Sur, la introduccion
del golfo se expande en aproximadamente 200 Km de norte a sur a lo largo
del meridiano 81 °W, desde la Puntilla de Santa Elena (2°12S) en Ecuador
hasta cerca de Mancora (4°07 S) en Peru; hacia el interior, el golfo penetra
aproximadamente 120 Km. El Limite sur de las aguas ecuatorianas esta
delimitado por el paralelo 3°23'S. Se divide naturalmente en un estuario
exterior que se inicia en el lado occidental en la isla Puna (80°15 W) y un
estuario interior que se expande desde el extremo occidental en la isla Puna
en direccidn noreste abarcando los ecosistemas del Estero Salado y el Rio
Guayas [18].

El Golfo de Guayaquil comprende las areas del manglar distribuidas en los
cantones Guayaquil, Naranjal, Balao y la isla Puna, presenta una
profundidad del mar en esta zona la cual no supera los 200 metros, se
convierte en un area idonea para la pesca artesanal e industrial. En las
zonas del Golfo se incluyen la Reserva de Produccién Faunistica
Manglares de El Salado (3.700 ha), zonas del manglar dentro de la ciudad
de Guayaquil y 3.500 ha manejadas por parte comunidad Cerrito de los
Morrefios que comprende areas extensas de manglar y zonas marinas
adyacentes en el Golfo de Guayaquil, existen zonas en que las actividades
de pesca son abundantes y otras en las cuales las zonas del manglar se

han convertido en piscinas para la produccién del camarén[19].

Lo que permite la conexidn fluvial del Golfo de Guayaquil con el rio Guayas
es a traves de los canales de Jambeli y del Morro, al oriente y occidente de
la Isla Puna. Una isla pequena es la de Santa Clara que destaca por ser un
excepcional Refugio de Vida Silvestre con el relevante valor natural, cultural
y cientifico. Los canales de Jambeli y del Morro tiene una profundidad
maxima de 22 y 56 metros respectivamente y frente al Golfo de Guayaquil
se produce una fosa al pie del talud continetal que alcanza unos 4.000

metros de profundidad y es continuacion de la fosa Peru-Chile [20].



2.3 METALES PESADOS

Hay varias formas para definir el término “metal pesado”, una de las
principales es referida al peso atdbmico y se define a un metal pesado como
un elemento quimico que contiene entre 63,55 u (Cu) y 200,59 u (Hg); otra
manera se considera a los metales de densidad entre 4 g/cm?® hasta 7
g/cm3, hay otra clasificacion referida al nUmero atdomico, no todos los
metales de densidad alta son considerados téxicos en determinadas
concentraciones (algunos son requeridos para el ser humano dentro del
metabolismo humano); sin embargo, existen un conjunto de metales
pesados mas conocidos por ocasionar graves problemas
medioambientales para los ecosistemas: el mercurio (Hg), el plomo (Pb), el
cadmio (Cd) y el talio (Tl), asi como el cobre (Cu), zinc (Zn) y cromo (Cr).
Al hablar de contaminacién por metales pesados se incluye, ademas a otros
elementos toxicos ligeros como el berilio (Be) o el aluminio (Al), o algun

semimetal como el arsénico (As) [21].

Los metales pesados no presentan biodegradabilidad y estan presentes en
mayor o menor cantidad, por ejemplo, en dispositivos como pilas, baterias
y aparatos electronicos. Pero, ademas, otros elementos y actividades
cotidianas suelen ser fuentes de metales pesados como algunos
dispositivos médicos, luminarias, uso de combustibles fésiles, pirotecnia y
procesos industriales, la pintura que contiene plomo y los depdsitos mal
gestionados de chatarra, entre otros. Los desechos que contienen metales
pesados ingresan a un circuito de disposicidon informal como rellenos
sanitarios informales a cielo abierto, combustiones incontroladas de
desechos, disposicion de desechos arrojados a cursos de agua, los metales
pesados siguen su ruta con liquidos lixiviados que se originan de los
residuos y se depositan en cursos de agua superficiales y subterraneos
[22].

Segun el Departamento de Trabajo de los Estados Unidos mediante la
Agencia de la Administracién de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA)

se reconoce a los siguientes elementos como metales pesados y que



poseen efectos negativos sobre la salud de las personas, los cuales se
describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Simbolo, numero y masa atomica de los metales pesados.

Metal Simbolo  NUmero  Masa
atémico atémica

Arsénico As 33 74.922 u
Berilio Be 4 9.0122 u
Cadmio Cd 48 112.411u
Cromo cr 24 51.0961 u

hexavalente

Plomo Pb 82 207.2u

Mercurio Hg 80 200.59 u

2.3.1 CADMIO

Es un elemento natural que se presenta en la corteza terrestre; los suelos
y las rocas, carbdn y algunos fertilizantes minerales, pueden contener algo
de cadmio. El cadmio presenta resistencia a la corrosién y se emplea en
la fabricacién de baterias, pigmentos, recubrimientos de metal y plasticos
[23].

Se conoce que el cadmio y los compuestos de cadmio son carcindgenos
humanos; basado en suficiente evidencia de carcinogenicidad de estudios
en humanos, incluyendo estudios de mecanismos y epidemioldgicos. El
cadmio y los compuestos de cadmio se clasificaron por primera vez como
carcinégenos humanos en el Primer Informe Anual sobre Carcindégenos en
1980, basados en suficiente evidencia de carcinogenicidad a partir de

estudios experimentales en animales [24].

El cadmio cuando es liberado al ecosistema durante la extraccion vy
refinacion de metales no ferrosos, la manufactura y de la aplicacién de
fetilizantes de fosfatos, la quema de combustibles fosiles y la disposicion e
incineracion de basura. El cadmio puede acumularse en organismos

acuaticos y en cosechas agricolas.

Segun la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades

(ATSDR) por sus siglas en inglés, en contacto con aire el cadmio puede
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formar compuestos quimicos como 6xidos, sulfatos y cloruros, los cuales
se dispersan como particulas o vapores que son producidos en procesos
industriales que emplean altas temperaturas. En la atmdsfera se traslada a
lo largo de kildbmetros y se acumulan en estado humedo o seco sobre el

suelo o el agua.

En el suelo el cadmio y sus compuestos se llegan a movilizar dependiendo
de variables ambientales como el pH y la materia organica de acuerdo al
ecosistema. El cadmio posee fuerte adherencia con la materia organica y
permanece inmovil al suelo donde es absorbido por las plantas y de esa

forma se incorpora a la cadena alimentaria.

En el agua se presenta en forma de idbn o complejo iénico junto a otras
sustancias inorganicas u organicas. Los compuestos que presentan
solubilidad se movilizan en el agua y los compuestos insolubles se fijan en

el sedimento donde seran adsorbidas.

2.3.2 PLOMO

El plomo es considerado un metal pesado, presenta las caracteristicas de
baja temperatura de fusion, color gris azulado y se encuentra naturalmente
en la corteza terrestre, se dispone en la naturaleza en la forma de metal;
por lo general se combina con otros dos o mas elementos formando
compuestos de plomo. El plomo metalico presenta resistencia a la corrosiéon
del agua y aire, cuando se lo expone se forma una capa fina de compuestos
de plomo que cubre al metal y lo protege; ademas, el metal plomo presenta
cierta facilidad para moldear, tallar y puede formar con otros metales ciertas

aleaciones [25].

Por diversos estudios médicos y ambientales se ha catalogado al plomo
como una sustancia toxica que va bioacumulandose en el organismo vy
afecta a varios sistemas, la ruta de distribucion en organismos indica que
alcanza al cerebro, higado, rifiones y huesos, producto de una exposicion

prolongada.
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Es considerado un metal téxico cuyo uso generalizado ha generado
contaminacion ambiental y problemas de salud en diversas regiones del
mundo; es una sustancias toxica y acumulativa que afecta a multiples
sistemas del cuerpo humano, entre los principalmente afectados son el
sistemas cardiovascular, sistema nervioso, sistema ciruclatorio y el aparato
digestivo y renal. Los nifios son especialmente susceptibles a las patologias
ocasionadas por los efectos neurotdoxicos del plomo, y aun los niveles
relativamente bajos de exposicién pueden llegar a ocasionar algun tipo de

dafio neuroldgico grave y en algunos casos irreversibles [26].

El plomo y las sustancias de plomo se utilizan en una gran variedad de
productos y estan presentes en los hogares y sus alrededores lo que
incluye pintura, ceramica, tuberias, materiales de plomeria, soldaduras,

gasolina, baterias, municiones y cosméticos [27].

2.4 CUANTIFICACION DE METALES PESADOS

La cuantificacion de metales pesados proporciona informacién del grado de
contaminacién que contiene los alimentos que se consumen, como parte
de la inocuidad alimentaria los organismos internacionales, empresas
importadoras y certificaciones a nivel de procesadoras de alimentos
integran como parametro de calidad e inocuidad evaluar el contenido de

metales pesados en los alimentos.

La primera técnica instrumental por ICP-OES para analisis espectroscopico
fue realizado en 1956 por Eugen Badarau. En el afio de 1964 Stanley
Greenfield trabajando en Albright & Wilson fue pionero en el uso del ICP
para analisis no experimental. La empresa KROTON en el afio de 1975 fue

quien produjo la primera maquina comercial.
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2.5 ESPECTROMETRIA DE EMISION OPTICA POR PLASMA
ACOPLADO INDUCTIVAMENTE (ICP-OES).

La espectrometria de emision 6ptica (OES) es una técnica importante para
el andlisis elemental de una amplia gama de materiales, mediante esta
técnica se han descubierto muchos elementos; es el procedimiento mas
comunmente utilizado para la medicién de trazas de elementos en rocas,
agua, suelo, productos manufacturados y muestras bioldgicas. La técnica
se utiliza ademas para monitorear los niveles o cantidades de elementos
en el medio ambiente; es fundamental esta técnica en la metalurgia, en la
industria de semiconductores y es de especial importancia en el control de

produccion de materias primas y productos terminados [28].

Las fuentes de plasma acoplado inductivamente (ICP) han generado una
revolucion en el andlisis de multiples elementos. El plasma se genera a
partir de campos magnéticos de radiofrecuencia (RF) inducidos por una
bobina de cobre enfriada por agua o aire, enrollada alrededor de un tubo
de cuarzo. El gas argon fluye a través de una antorcha, que consta de tres
tubos concéntricos generalmente construidos de silice fundida, el plasma
se inicia al ingresar la corriente de argon con electrones suministrados por
una bobina de Tesla, estos electrones que se desprenden de los atomos
de argdn generan conductancia y las particulas cargadas se calientan por
acoplamiento inductivo hasta alcanzar temperaturas de -7000 a 8000 K
[29].

Fig. 1 Esquema de una fuente de plasma acoplado inductivamente
para la espectroscopia de emision optica.
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2.6 REGLAMENTO COMUNIDAD EUROPEA N° 1881/2006.

La Union Europea la conforman 27 paises de Europa, en la cual las
naciones miembros de esta organizacidn delegan parte de su soberania en
instituciones para la toma de decisiones en varios temas de interés comun

como el de seguridad alimentaria.

En el ambito de la seguridad de los alimentos la Union Europea tiene como
politica de seguridad alimentaria ocuparse de los alimentos “de la granja a
la mesa” y su principal objetivo es el poder garantizar de alimentos seguros
y nutritivos, con un alto grado de salud y bienestar de los animales vy
plantas. Ademas de proveer una informacién clara sobre el origen,

contenido y etiquetado [30].

El reglamento de la Comision de las Comunidades Europeas de 19 de
diciembre de 2006 por el que se fija el contenido maximo de determinados
contaminantes en los productos alimenticios, establece que el contenido
maximo debe establecerse a un nivel estricto que pueda conseguirse
razonablemente si se aplican buenas practicas pesqueras, agricolas y de
produccion, teniendo en cuenta el riesgo relacionado con el consumo del

alimento [31].
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CAPITULO 3

3 METODOLOGIA

La metodologia utilizada en la investigacion es de tipo cuantitativa, en la
cual se aplicé el método instrumental de la espectroscopia de emisién
(ICP-OES) para la

determinacién simultanea de dos metales pesados (cadmio y plomo)

Optica por plasma acoplado inductivamente
usando la lectura axial. Se aplica para mediciones de alta sensibilidad y
permite la deteccion de elementos traza en muestras con reducida
concentracion. Previo a la cuantificacion de los metales pesados, se
procesa la muestra seca mediante la digestion acida por microondas que
mediante accion de altas temperaturas, presiones en combinacidén con
acido nitrico concentrado y libre de metales permite descomponer los

metales de la muestra y disolverlos para su posterior analisis.

En la Tabla 4. se describe la operacionalizacion de variables e indicadores

de la experimentacion:

Tabla 4. Operacionalizacion de variables.

Definicion

Variables Dimension Indicadores Metodologia
conceptual g
Variable Los moluscos bivalbos
independiente: . . Toxicologia a Concentracion de
Toxicologia del Molusco son animales marinos que nivel de metales pesados Secado,
bivalbo poseen una concha metales cadmio v plomo Digestién &cida por
. compuesta por dos valvas yp microondas.
de la especie pesados. (ppm)

Anadara tuberculosa

unidas por una bisagra.

Variable

dependiente:
Concentracion de metales
pesados cadmio y plomo.

Los moluscos bivalbos
tiene la capacidad de
acumular metales
pesados en sus tejidos
debido a su filtracién
actva de agua vy
alimentacion.

Método para
determinar
metales
pesados.

mg/Kg de base
seca.

Metales:
Cadmio y Plomo

ICP-OES:
Espectrémetro de
emision dptica por
plasma acoplado

inductivamente.
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3.1 MUESTREO

Se realiz6 la seleccidon de tres zonas de importante interés comercial y de
biodiversidad del Golfo de Guayaquil, que fueron ubicadas en el Puerto “El
Morro”, Mercado Municipal de Playas y Mercado de Mariscos de la Libertad;
los dos primeros, ubicados en la provincia del Guayas y el tercero, en la
provincia de Santa Elena respectivamente. Las ubicaciones de muestreo
poseen cercania con el area costera, estuario y cuerpos de agua donde se

produce todo el ciclo bioldgico de la especie.

Fig. 2 Sitios de muestreo (1) Puerto El Morro, (2) Playas y (3) La
Libertad para la recoleccion de la especie Anadara tuberculosa[32].

Golfo De Guayaquil
(Gulf of Guayaquil)

Area: 32218 km?

0 20 40 80
Eastern Temperate and Tropical Pacific Kilometres
Workshop to Facilitate the Description of
Ecologically or Biologically Significant Marine Areas
Galapagos Islands, Ecuador: 28 August - 31 August 2012 Marine Geospatial Ecology Lab, Duke University (2012)

El tamano de la muestra es de 33 especies de Anadara tuberculosa, las
cuales fueron recolectadas de forma aleatoria en las 3 zonas de muestreo.
Las muestras fueron almacenadas y transportadas al laboratorio para su
posterior analisis; en la Tabla 5 se describe las coordenadas, lugar y

numero de muestras.
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Tabla 5. Ubicaciones de las zonas de muestreo y numero de muestras

Coordenadas Lugar Ndmero de muestras

2,61024°S, 80,30111°0 Puerto El Morro 11

Mercado Municipal de
2,63579°S, 80,38802 °O 11
Playas

Mercado de mariscos de
2,22692°S, 8090675°0 11
La Libertad

3.2 EQUIPOS

Los equipos utilizados para la cuantificacion fueron, un espectrémetro de
emisién optica por plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) de la marca
Thermo Scientific, el cual se compone ademas de un chiller marca Thermo
Scientific modelo iCAP 7400 DUO. Ademas, un automuestreador marca
CETAC modelo ASX-560; para la digestion acida por microondas se utilizd
el equipo de la marca CEM modelo MARS 6. Para el pesaje de la muestra,
se utilizé una balanza analitica marca Satorius modelo ENTRIS II; se
monitorearon las condiciones ambientales del ensayo con un

termohigrémetro digital.

3.3 MATERIALES

e Tubos de digestidon de Teflon PFA 55ml.
e Balones de aforo (para preparacion de soluciones), Clase A.

e Pipetas graduadas 10ml, Clase A.

3.4 REACTIVOS

e Agua purificada, grado I.

o Acido nitrico libre de metales, pureza del 69%, Marca: Fisher
Scientific.

e Gas argon 99,99999%, grado 5,0 ultrapuro.

e Gas nitrégeno 99,99999%, grado 5,0 ultrapuro.
17



3.5 MATERIAL DE REFERENCIA

e Solucion de cadmio de concentracion 1000 mg/l, marca: Sigma-
Aldrich.

e Solucion de plomo de concentracion 1000 mg/l, marca: Sigma-
Aldrich.

3.6 PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

a. Previo al procesamiento de la muestra se verificaron las condiciones
ambientales.
b. La preparacion de la muestra consiste en:
e Secar la muestra en un crisol a una temperatura de 110 °C hasta
peso constante.
e Triturar en un mortero hasta obtener una muestra muestra
homogénea.
c. Se peso la muestra en un disco antiestatico la cantidad de 0,5 gramos y
se introduce la muestra en un tubo de teflon PFA CEM (Capacidad: 50 mL).
d. Se adicion6 10 mL de acido nitrico concentrado y libre de metales, y se
cierra el tubo luego de 15 minutos de haber adicionado el acido.
e. Serealizo la digestion acida segun el método predeterminado del equipo

descrito en la Tabla 6.

Tabla 6. Temperatura y presion para la digestidon acida de muestras.

Etapa Temperatura Presion Tiempo
(°C) (Psi) (min)
1 200 800 20
Enfriamiento - - 30

f. Se filtr6 mediante papel filtro cuantitativo libre de cenizas y se aford a un
volumen de 50 mL.
g. Se cuantificaron las muestras de manera directa, en el equipo mediante
lectura axial los metales pesados (cadmio y plomo), cuyo resultado se
expresa en partes por millon.

18



3.7 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE DATOS

Se realizé el tramiento estadistico de datos en el programa SPSS. Se
calcularon las medidas de tendencia central como la media, la desviacion
estandar y el coeficiente de variaciéon. Para determinar si la media de
valores cuantificados de metales pesados superan el limite permisible se

aplico la prueba t de student.
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CAPITULO 4

4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACION DE DIMENSIONES DE LA ESPECIE
ANADARA TUBERCULOSA.

Las especies que se analizaron en el estudio presentaban un tamano
maximo de 62,54 mm de largo por 35,53 mm de alto, un tamafio minimo de
41,35 mm de largo por 21,23 mm de alto. En la figura 3 se grafican los
rangos de longitud, mientras que, en la figura 4 se representa la altura de

las especies evaluadas.

Fig. 3 Medidas de longitud de la especies evaluadas en el estudio.

Recuento

5

T T T T
410-450 4501 - 5000 5001 - 5500 5501 - 6300
Longitud (mm)

La Figura 3 indica que las medidas de longitud de las especie evaluadas,
muestran que el mayor porcentaje es de 45,45% se situa en el rango de
45,01 - 50,00 mm; existe un porcentaje del 18,18% de especies que se
encontrarian por debajo del talla minima de 45 mm LT, la cual se encuentra

establecida como veda permanente.
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Fig. 4 Medidas de altura de las especies evaluadas en el estudio.

Recuento

T T T
20,01 -25,00 25,01 -30,00 30,01 - 36,00

Ancho (mm)

Como se observa en la Figura 4, esta muestra que el 66,67% de las
especies evaluadas en la investigacidon poseen una altura entre 25,01-
30,00 mm. La segunda categoria que se encuentra entre 30,01 - 36,00 mm
tiene un porcentaje del 24,24% y con un valor de 9.09% estan las especies

que poseen entre 20,01 - 25,00 mm.
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4.2 RESULTADOS ANALITICOS

En la Tabla 7 se registran los resultados obtenidos de la determinacion de
la concentracion de Cadmio y Plomo en la especie Anadara tuberculosa,

las concentraciones estan expresadas en mg/Kg en base seca.

Tabla 7. Concentraciones de cadmio y plomo en Anadara
tuberculosa (mg/Kg) en base seca.

Muestra Cadmio Plomo
PM-01 1,1 0,2
PM-02 3,6 0,3
PM-03 7,5 0,5
PM-04 2,5 0,1
PM-05 2,7 0,4
PM-06 1,7 0,8
PM-07 6,9 0,3
PM-08 8,2 1,2
PM-09 1,3 0,3
PM-10 3,4 0,2
PM-11 2,4 0,0
MP-01 8,0 0,1
MP-02 1,6 0,5
MP-03 1,7 0,4
MP-04 1,6 0,6
MP-05 0,9 0,3
MP-06 1,9 0,3
MP-07 0,5 0,3
MP-08 1,6 2,8
MP-09 1,4 0,7
MP-10 2,3 1,1
MP-11 2,1 0,4
ML-01 3,8 0,4
ML-02 2,8 0,5
ML-03 2,7 0,2
ML-04 1,6 1,5
ML-05 2,1 0,6
ML-06 1,7 0,4
ML-07 3,3 0,6
ML-08 4.4 0,6
ML-09 1,9 0,6
ML-10 2,5 0,4
ML-11 5,2 0,4
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4.2.1 CADMIO EN ANADARA TUBERCULOSA

En la Figura 5, se muestra la representacion grafica en un histograma de
las concentraciones de Cadmio en mg/Kg en base seca de las 33 muestras
analizadas, en el cual se identifica que el 15,15% de las muestras se
encuentran por debajo del limite (1,5 mg/Kg) establecido por el Reglamento
de la Comunidad Europea N°1881/2016. En el rango de 1,5 - 3,5 mg/Kg de
Cadmio se encuentra en mayor porcentaje que es del 60,61% y con un

porcentaje del 12,12% para ambos rangos de 3,6 - 6,5y 6,6 - 8,2 mg/Kg.

Fig. 5 Concentracion en mg/Kg en base seca de Cadmio en la especie
Anadara tuberculosa.

Recuento

T T T
05-14 15-35 36-65 66-82

Concentracién Cd (mg/Kg)

En la Tabla 8 se muestra los niveles maximos cuantificados de Cadmio en
la especie Anadara tuberculosa del presente estudio y de otros sectores
costeros del Ecuador. Se puede identificar que los niveles bioacumualdos
en la especie corresponde a la exposicion en el habitat en los cuales se
desarrolla.

Tabla 8. Contenido de Cadmio evaluado en Anadara tuberculosa en sectores de
la Costa Ecuatoriana

Autores del B. Villén, 2022  A. Lozano, 2021
estudio K. Cedeno, 2023 [33] [34]
Concentracion
maxima 8,20 0,44 0,98
(mg/Kg)

23



4.2.2 PLOMO EN ANADARA TUBERCULOSA

En la Figura 6, se representa en un histograma las concentraciones de
Plomo en mg/Kg en base seca de las 33 muestras analizadas, en el cual
se identifica que el 81,82% de las muestras se encuentran por debajo del
limite (1,0 mg/Kg) establecido por el Reglamento de la Comunidad Europea
1881/2016.

En el rango de 1,0 — 2,0 mg/Kg de Plomo presenta un porcentaje del

12,12% y en el rango de 2,1 - 3,0 mg/Kg esta representado por un 6,06%.

Fig. 6 Concentracion en mg/Kg en base seca de Plomo en la especie
Anadara tuberculosa.

207

Recuento

1

T T
00-08 10-20 21-30

Concentracion Pb (mg/Kg)
En la Tabla 9, se identifica las concentraciones maximas cuantificadas en

Anadara Tuberculosa del presente estudio y otros autores, en sectores de
la costa Ecuatoriana. Se puede identificar que existe incremento de

bioacumulacién en funcion del tiempo.
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Tabla 9. Contenido de Cadmio evaluado en Anadara tuberculosa en
sectores de la Costa Ecuatoriana.

Autores del M. Santana, 2022 A. Lozano, 2021
estudio K. Cedeno, 2023 [35] [34]
Concentracion
maxima 3,00 2,969 0,41
(mg/Kg)

4.3 ANALISIS ESTADISTICO

4.3.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVAY PRUEBA T

Los valores de la estadistica descriptiva basica de la cuantificacion de
Cadmio, muestran que los datos constan de una media de 2,93; desviacion
estandar de 2,04 y varianza de 4,177; lo que indica una dispersién alta de
los datos. El valor minimo cuantificado es de 0,5 mg/Kg y un maximo de 8,2

mg/Kg.

Los resultados de la estadistica descriptiva de la cuantificacion de Plomo
en la especie, indican que el valor maximo cuantificado es de 3,00 mg/Kg;
llegando a encontran especies que se encuentran libres de plomo. La
media de los datos de la concentracion de plomo es de 0,68 con una
desviacién estandar de 0,70 y varianza de 0,492 lo que caracteriza al grupo

de datos con una baja dispersion de los datos.

En el presente estudio, se llevd a cabo una prueba t para comparar las
medias de los datos de las concentraciones de Cadmio y Plomo. El objetivo
de esta prueba es determinar si existen diferencias significativas entre los
valores objetivos de prueba, los cuales son los limites permisibles que
establece la Comunidad Europea; la prueba fue realizada con un nivel de

confianza del 99,9%.

En la Tabla 10 se presentan los resultados de la prueba t para los datos de
la concentracion de Cadmio en Anadara tuberculosa, en los cuales el valor
estadistico de t es de 4,037 y un valor de p que es igual a 0. Dado que el

valor de p fue menor que el de significancia establecido de 0,01, se rechaza
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la hipdtesis nula y se concluye que existe diferencia significativa entre la

media de los datos y el valor objetivo.

Tabla 10. Resultados de Ila prueba t para los datos de la concentracion
de Cadmio en la especie Anadara tuberculosa.

Valor de prueba = 1,5 (mg/kg)

t gl Sig. Diferencia 99.9% de intervalo de
(bilateral) de medias confianza de la diferencia
Inferior Superior
CADMIO 4,037 32 0,000 1,43636 0,1479 2,7249

Para las concentraciones de Plomo, el valor de p obtenido en la prueba t
fue 0,014; lo cual indica que es significativamente mayor que el nivel de
significancia 0,01. Como se describe los resultados en la Tabla 11, se
concluye que la media poblacional de las muestras analizadas no supera

el valor objetivo de 1,0 mg/Kg.

Tabla 11. Resultados de Ila prueba t para los datos de la concentracion
de Plomo en la especie Anadara tuberculosa.

Valor de prueba = 1,0 (mg/Kg)

99.9% de intervalo de confianza

. . Diferencia de de la diferencia
t gl Sig. (bilateral) medias
Inferior Superior
PLOMO .3 605 32 0,014 -0,31818 -0,7605 0,1241
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4.3.2 Correlacion de las concentraciones de metales
pesados (Cd y Pb) en Anadara tuberculosa con las
medidas de longitud y altura de la especie.

Las variables del estudio analizadas en el presente estudio, es la
concentracion de Cadmio y Plomo en Anadara tuberculosa, ademas de la
longitud y altura de la especie. Se realiz6 el estudio de la relacién entre
variables mediante el analisis de componentes principales (PCA), en el cual
se identificé que poseen una correlacion negativa lo cual es indicativo de
que no existe relacidén entre las variables, a excepcidén de la correlacion
débil (0,804) entre la longitud y altura de la especie, que se debe a las

caracteristicas morfoldgicas propias de la especie.

Fig. 7 Analisis de componentes principales de las variables de estudio
(concentracion de Cd y Pb, longitud y altura).
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CAPITULO 5

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Se ha logrado identificar la metodologia experimental apropiada
para la cuantificacion de metales pesados Cadmio y Plomo en
moluscos bivalbos. Esto implica que se ha seleccionado el método
6010D emitido por la EPA, en el cual se reconocié la aplicabilidad
para la cuantificacion de los metales pesados Cadmio y Plomo,
mediante la técnica de ICP-OES.

Se ha llevado a cabo la cuantificacion de contenido bioacumulado
de cadmio y plomo en la especie Anadara tuberculosa del Golfo de
Guayaquil utilizando la técnica de ICP-OES. Se logré cuantificar un
contenido maximo de 8,2 mg/Kg de Cadmio y 3.0 de Plomo, en un
total de 33 especies evaluadas en el presente estudio. Se pudieron
identificar posibles factores que contribuyen a la contaminacién por
metales pesados en las especies marinas del Golfo de Guayaquil,
las cuales estan relacionadas con la actividad turistica de la zona,
especialmente en el Puerto El Morro, que tiene como atractivos el

paseo en lanchas o embarcaciones que utilizan combustibles fésiles.

Otro de los factores que pueden generar contaminacion es el
aumento en las actividades de mantenimiento y reparacion del
transporte maritimo de embarcaciones que se utilizan para la pesca
artesanal e industrial. Los factores mencionados anteriormente son
preliminarmente los principales, entre varios, que tendrian un alto

impacto en la contaminacion del Golfo de Guayaquil.
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Existe ademas dos elementos del ecosistemas importantes para
realizar estudios a nivel de metales que son el agua y el sedimento
del estuario del Golfo de Guayaquil, debido a que son parte del
medio con el que interacciona durante todo el ciclo vital la especie

Anadara tuberculosa y en con el cual su metabolismo se nutre.

Se ha realizado la comparacion mediante una prueba t entre los
niveles de Cadmio y Plomo en la especie y los limites maximos
permisibles establecidos por el Reglamento N° 1881/2006 de la
Union Europea para moluscos bivalbos. Se concluye que para la
media de los datos del contenido de Cadmio el valor supera el limite
permisible; y para la media de los datos de la concentracién de

Plomo se encuentra dentro de los limites permisibles.
De acuerdo a la valoracion establecida del contenido de metales

pesados de cadmio y plomo se puede determinar los limites de

ingesta diaria a los cuales estarian expuestos los consumidores.
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5.2 RECOMENDACIONES

[1]

[2]

[3]

En virtud de las cantidades que se han cuantificado de
biocumulacién en la especie Anadara tuberculosa se vuelve
indispensable realizar y establecer un programa de monitoreo
continuo para evaluar los metales pesados en la especie marina y

su entorno.

Se ha indentificado que en los sectores del Golfo de Guayaquil existe
cada vez un incremento en las actividades comerciales, turisticas,
industriales y de pezca; por lo cual se requiere profundizar el estudio,
identificando las fuentes de contaminacién en la especie Anadara

tuberculosa.

Se debe realizar una programa de comunicacién para la educacion
y concienciacion a la poblacion local y consumidores sobre el riesgo

por exposicion e ingesta de metales pesados.
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APENDICES Y ANEXOS

ANEXO 1: Curva de calibracion del estandar de Cadmio y
Plomo.

Labbook Proyecto-Conchas-MetalesPesados.imexp

Calibration Graphs

Cd 226.502 {449} (Axial) Pb 220.353 {453} (Axial)
120
7000
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€000
a
‘g & 7 o0
§ & ;’ 4000
§ i,
% £ 200
£ -
000
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0 [
0 1 2 3 4 S 6 0 1 2 3 4 5
Concentration [ppm] Concentration [ppm)
f(x) = 20412.3096"x + -1.0049 f(x) = 1308.9884*x + -5.9988
R*=0.9999 R*=1.0000
BEC = 0.000 ppm BEC =-0.005 ppm
LoD =0.0004 ppm LoD =0.0023 ppm

ANEXO 2: Configuracion de la lectura en axial y longitud de
onda para la medicién de Cadmio y Plomo.

Symbol Wavelength (nm) / Order Measure Mode Internal Standard

Cd 226.502 {449} Axial
Pb 220.353 {453} Axial
Cr 283.563 {119} Axial
Ni 221.647 {452} Axial
Cu 324.754 {104} Axial
Zn 213.856 {458} Axial

ANEXO 3: Cuantificacion de metales pesados del reactivo
acido nitrico con agua tipo 1.

Concentrations report um

572412023 10:37:59 PM I

“*.QTEGRA

LabBook  Proyecto-Conchas-MetalesPesados.imexp

Sample RINSE
Analysis Date  4/20/2023 2:25:07 PM

Dilution Factor 1

Cd 226.502 {449} (Axial) Pb 220.353 {453} (Axial)  Cr283.563 {119} (Axial)  Ni221.647 {452} (Axial) Cu 324.754 {104} (Axial)  Zn 213 856 {458} (Axial)

Concentration average 0.000 ppm 0.000 ppm 0.000 ppm 0.000 ppm -0.001 ppm -0.004 ppm
Concentration per Run 1 0.000 ppm 0.000 ppm 0.000 ppm -0.001 ppm -0.001 ppm -0.004 ppm
Concentration per Run 2 0.000 ppm 0.000 ppm 0.000 ppm 0.000 ppm -0.001 ppm -0.004 ppm
Concentration per Run 3 0.000 ppm 0.000 ppm 0.000 ppm 0.000 ppm -0.001 ppm -0.004 ppm
Concentration RSD 592 % 329% 1578 % 794 % 33% 12%
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