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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la toxicidad de efluentes principales de
descargas en la zona de Manta, a través de ensayos de exposicion no forzada con la
especie Gambussia sp. Los efluentes evaluados fueron el de la Estaciéon de Bombeo de
EPAM, y otro ubicado en la desembocadura del rio Burro. Un ensayo de exposicidon no
forzada a través de un sistema multicompartimentado (siete compartimentos) fue
realizado por cada efluente. En el caso del efluente de la EPAM este fue diluido
obteniendo las siguientes concentraciones porcentuales de exposicion: 2,5%, 5%, 10%,
20%, 30%, 40% mas un control (0% de efluente). Para el efluente de la desembocadura
del rio Burro las concentraciones de exposicion fueron: 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 100
mas un control (0% de efluente). Para escoger las diluciones de exposicidon un screening
(ensayo de exposicion aguda) fue realizado para descartar concentraciones que
pudieran producirian la muerte de los organismos. Los resultados obtenidos
demuestran que ambos efluentes presentan toxicidad a la especie Gambussia sp. Sin
embargo el efluente de la estacion de Bombeo de la EPAM presenté una mayor toxicidad
esto evidenciado en la alta respuesta de fuga observada en los organismos desde la
primera hora de ensayo. En conclusién, este trabajo sugiere que la respuesta de fuga en
la especie Gambussia sp, puede ser utilizada como herramienta para evaluar la toxicidad

de los efluentes en la zona de Manta.



ABSTRAC

The objective of this study was to evaluate the toxicity of the main discharge effluents
in the Manta area, through non-forced exposure tests with the species Gambussia sp.
The effluents evaluated were those of the EPAM Pumping Station, and another located
at the mouth of the Burro River. A forced exposure test through a multi-compartment
system (seven compartments) was performed for each effluent. In the case of the EPAM
effluent, this was diluted obtaining the following percentage concentrations of
exposure: 2.5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% plus one control (0% effluent). For the effluent
from the mouth of the Rio Burro, exposure concentrations were: 5%, 10%, 25%, 50%,
75%, 100 plus one control (0% effluent). To choose the exposure dilutions, a screening
(acute exposure test) was performed to rule out concentrations that could lead to the
death of organisms. The results obtained show that both effluents show toxicity to the
species Gambussia sp. However, the effluent from the Pumping Station of the EPAM
presented a higher toxicity, as evidenced by the high leakage response observed in the
organisms from the first hour of testing. In conclusion, this work suggests that the
leakage response in the species Gambussia sp, can be used as a tool to evaluate the

toxicity of effluents in the Manta area.



1. INTRODUCCION

1.1 Marco teorico

Al pasar del tiempo en las Ultimas décadas, el mundo ha presenciado con preocupacién
y tratando de dar solucién, a los problemas conectados con la disposicion de los
efluentes liquidos, provenientes del uso doméstico, comercial e industrial de las aguas
de abastecimiento. La contaminacién del agua es uno de los problemas ambientales que

mas se presentan en el mundo, es cada vez mas agravante.

El deterioro de la calidad del agua se ha convertido en motivo de preocupacion a nivel
mundial con el crecimiento de la poblacion humana, la expansion de la actividad
industrial y agricola la amenaza del cambio climatico como causa de importantes

alteraciones en el ciclo hidroldgico. (ONU, 2004)

Ecuador es un pais ubicado en Latinoamérica, continente donde actualmente se han
generado grandes problemas ambientales originados por la actividad antropogénica que
se desarrolla en cada pais de las diferentes naciones que lo componen, es asi que la
contaminacién de los rios en Ecuador no es una excepcion, misma que estd empeorando
cada vez mas, por lo que se deben desarrollar estrategias que fomenten la reduccién del
impacto sobre los cuerpos de agua, para asi mitigar los problemas que actualmente son
causados a los medios acudticos del pais, e implementar nuevas herramientas que

ayuden a detectar estos problemas.

La prioridad que se establece en cualquier comunidad en el mundo es la asignacion del
agua, un servicio basico que brinda liquido vital y es obligacion de los organismos
encargado de cada nacién, emitir agua con calidad adecuada y cantidad suficiente. Sin
embargo, al tratar de cumplir estas caracteristicas queda pendiente la realizacion de un

tratamiento adecuado, una vez que el agua se encuentre alterada por su utilizacién.

Alrededor del 70%—75% de la contaminacion marina global es producto de las
actividades humanas que tienen lugar en la superficie terrestre. Un 90% de los
contaminantes es transportado por los rios al mar. Por otro lado, entre un 70% y 80%

de la poblacién mundial (aproximadamente 3.6 billones de personas) se ubica en las
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costas o cerca de ellas, especialmente en zonas urbanas, donde una parte importante
de los desechos que alli se producen se deposita directamente en el océano. Como
consecuencia, muchos ecosistemas criticos, algunos Unicos en el mundo, tales como
bosques de manglar, arrecifes coralinos, lagunas costeras y otros lugares de interface
entre la tierra y el mar, han sido alterados mas alld de su capacidad de recuperacion.

(Jairo Escobar, 2002)

Los paises de Latinoamérica poseen grandes reservas de agua dulce, siendo estas
reconocidas como una de las mayores del mundo, sin embargo, son parte de muchos
desafios respecto al manejo de los recursos hidricos. En Ecuador el manejo de los
recursos hidricos los controla el estado, pero el manejo del estado es deficiente, debido
a la falta de inversién y estancamiento de obras, ademas de esto el estado asigna el
manejo de aguas residuales a los gobiernos municipales, que de forma general no han

podido mitigar o reducir la contaminacidon del agua en las diferentes provincias.

La OPS (2001) sefiala que en 1998 menos del 14% de los 600 m3 /s de aguas residuales
domeésticas colectadas en América Latina recibian algun tratamiento antes de ser
dispuestas en rios y mares, de las que sélo un 6% alcanzan un tratamiento aceptable. Si
a esto se agrega que el 40% de la poblacién urbana de la Regidn muestra incidencia de
enfermedades infecciosas asociadas al agua, estos vertimientos constituyen un
importante vector de transmisién de parasitos, bacterias y virus patdgenos que

demanda urgente atencion. (OPS/CEPIS, 2002)

En 1950, aproximadamente 150 millones de habitantes en América Latina vivian en
ciudades, cifra que se ha incrementado a mas de 360 millones a fines del siglo XX (73,6%
de su poblacion total), debido a la intensa migracidn de la poblacién rural. La creciente
presién de esta poblacidén sobre los recursos de agua y suelo, en muchos casos, ha
desbordado los esfuerzos de los gobiernos por lograr un crecimiento urbano planificado
y ha obligado a atender con prioridad solo los servicios de agua potable y alcantarillado.
Ello ha dejado rezagado el tratamiento de aguas residuales, asi como la disposicién de

residuos sélidos. (OPS/CEPIS, 2002).
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1.1.1 Ensayos de exposicion no forzada (respuesta de fuga)

Las pruebas de toxicidad o bioensayos son experimentos en los cuales el potencial de
toxicidad de una sustancia es medida a través de la respuesta de organismos vivos o
sistemas vivientes. Es decir, son herramientas de diagndstico adecuadas para
determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo

condiciones experimentales especificas y controladas. (Ronco A., 2002)

La respuesta de fuga es una respuesta inmediata de alta relevancia en el equilibrio
ecolégico del planeta, ya que con sélo contemplar la pérdida de un organismo en un
lugar determinado se puede atribuir la causa a un componente extrafio que afecte al
ecosistema. (Hellou, 2011).

Nuevas investigaciones realizadas han dado un nuevo enfoque a pruebas
ecotoxicolodgicas basado en la exposicion no forzada como una herramienta adicional
para los estudios de evaluacion de riesgos ambientales. La exposicién no forzada es el
medio por el cual se simula un gradiente de contaminacién y se puede evaluar la
capacidad de los organismos para detectar diferentes niveles de los contaminantes y por

lo tanto escapar de sus posibles efectos téxicos. (Araujo, y otros, 2016)

Los bioensayos comprenden prueba en la cual un tejido vivo, un organismo o un grupo
de organismos son usados como agente para la determinacién de la potencia de alguna
sustancia fisiolégicamente activa de acciéon desconocida. (Reish, 1987) Por tanto, los
estudios ecotoxicolégicos mediante bioensayos y pruebas de toxicidad proporcionan

informacién valiosa en el proceso de evaluacidn de los riesgos ambientales.

Es de conocimiento general, que la calidad ambiental no se puede medir solamente por
la identificacion de los contaminantes presentes en el medio ambiente y sus
concentraciones, sino que también a través de un analisis ecotoxicoldgico de cdmo estos
contaminantes pueden afectar los organismos, poblaciones y comunidades de animales.
La utilizacion de herramientas que incluyan respuestas bioldgicas cada vez mas
sensibles, que detecten efectos tdxicos a concentraciones mas bajas y biolégicamente
seguras, se hace necesario en los estudios de evaluaciéon de riesgo ambiental. La
ausencia de una especie en un ambiente tras un evento de contaminacién es de modo

general, asociada a la mortalidad de los organismos o a efectos sub-letales, como son la
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reduccion en el crecimiento, reproduccién o alimentacion, que a largo plazo, llevan a

una reduccién o misma desaparicion de la especie.

La amenaza de contaminacidn que actia como un disruptor ambiental estd vinculada a
la reduccién y / o fragmentacion del habitat y su pérdida de calidad, causando una
disminuciéon en la densidad y la viabilidad de las poblaciones, un aumento en la
susceptibilidad a los futuros factores de estrés, y los cambios en los patrones de

dispersidn entre los habitats vecinos (Ribeiro, 2013. ).

1.2 Planteamiento del problema

Manta cantén de la provincia de Manabi presente en la Republica de Ecuador posee un
tipo de agua potable de calidad regular, y el abastecimiento de esta alcanza para la
mayoria de sus habitantes, sin embargo ya logrado el objetivo prioritario en este caso
para las diferentes comunidades, surge otro problema no menos importante, pero si
olvidado que consiste en el tratamiento del agua utilizada diariamente, misma que al
perder sus caracteristicas naturales se convierte en un potencial transporte de muchas
enfermedades y desechos organicos e inorganicos, que ocasionan condiciones
desfavorables al medio ambiente. Por esto es necesario crear sistemas de alcantarillado
correctamente divididos para realizar el correcto tratamiento al liquido ya utilizado,
evitando alterar o saturar el ecosistema cercano a las riberas del cuerpo transportador
y zonas del cuerpo receptor, como corresponde al area de estudio, zona de transicidon

entre el rio burro y la plataforma costera de la playa de Tarqui.

Las zonas antes mencionadas han sido escogidas estratégicamente para su estudio, ya
que su contacto es directo con un cuerpo receptor, mismo que corresponde a la playa
de Tarqui, playa pionera en el desarrollo turistico de la ciudad afios atras. Actualmente
el sitio tiene gran variedad de problemas ambientales que han ocasionado la reduccion
del turismo en el lugar y el distanciamiento de la fauna endémica costera del lugar, otro
factor impactante es como esta fauna esta muriendo lentamente por las constantes

enfermedades que estas especies presentan.
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La contaminacion de un cuerpo de agua se puede generar de diferentes formas y existen
varios autores responsables, pero sin duda una de las principales causas de esta
problemdatica en los cuerpos de agua de la ciudad de Manta es el ordenamiento
territorial, mismo que no ha respetado limites con la plataforma continental, ni los
espacios con los rios que transportan agua contaminada, un crecimiento acelerado de
la poblacién potencid la contaminacion en la ciudad y mas adn los metros cubicos de
agua que emite la ciudad al mar, actualmente la mayoria de riberas del rio burro son
habitadas, siendo estas también territorios donde se emite agua residual sin

tratamiento.

Sin embargo, la investigacion en el Ecuador es muy limitada, ya que no se da
constantemente un seguimiento a las investigaciones que preliminarmente han dado un
diagndstico de la problematica. Manabi por su parte cuenta con un nivel de educacién
ambiental muy bajo, lo que genera poca importancia por parte de las autoridades a las
investigaciones que se realizan en esta provincia, quedando archivadas u olvidadas en
los centros educativos, donde los problemas por anos siguen aumentando su impacto y

consecuencias a la flora, fauna y habitantes de esta provincia.

Manta ha sido uno de los principales destinos de la costa manabita, sin embargo, desde
hace afios afronta un serio problema:la contaminacién de sus playas. Los 12
balnearios que tiene esta ciudad, principalmente los que se encuentran junto al casco
urbano, se ven afectados por tres factores: la descarga de aguas servidas domésticas,

aguas servidas industriales y un turismo irresponsable. (Willians Zambrano, 2018).

Las descargas de fuentes industriales y domésticas son comunes en todo el pais, debido
a que no existe un control adecuado por partes de las autoridades y la poca importancia
de parte de la poblacién, la cual conlleva a que se contamine los diversos espacios

acuaticos causando un alto impacto al ambiente.

Manta se caracteriza por un alto nimero de efluentes industriales y domésticos que
ingresan a sus cuerpos hidricos ya sea directa o indirectamente y sin un tratamiento
adecuado, los rios son los principales medios de captacién de estos vertidos que luego

son introducidos al mar aumentado asi la contaminacidn costera regional.
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Las fuentes terrestres de contaminacion de las franjas costeras y el mar deberian ocupar
hoy una posicion tan destacada en la tematica ambiental como la tiene la preocupacion
por el cambio climatico. Sin embargo, en la practica esto alin no ocurre. La alteraciény
destruccion del habitat, los efectos en la salud humana, la eutrofizacidn, la disminucion
de las poblaciones de peces y otros recursos vivos, cambios en el flujo de sedimentos,
son aspectos vinculados a las fuentes fijas y difusas de la contaminacién producida por
actividades que tienen lugar en tierra y que por el efecto de captacion de agua que
tienen las cuencas hidrograficas, generan efectos concentrados en las desembocaduras
de los rios en el mar y las zonas costeras aledafias. El caso mas importante es el efecto
de los contaminantes en las desembocaduras de los rios Missisippi y Magdalena en el

mar del Caribe. (Jairo Escobar, 2002)

Las fuentes puntuales de contaminacion en tierra representan aquellas actividades
cuyos desechos son vertidos directamente a los cuerpos de agua y el sitio de vertimiento
es facilmente distinguible. Las fuentes no puntuales de contaminacion terrestre son
conocidas como “fuentes difusas”, se generan por una gama amplia de actividades
humanas en la que los contaminantes producidos por ellas, y contenidos en sus
descargadas, no tienen un punto obvio de entrada a los cuerpos de agua receptoras.
Ambas fuentes se suman al llegar a los rios y todo llega a desembocar en los mares en
puntos de alta concentracion, peor aun si son bahias cerradas o amplios estuarios como
en la bahia de Talcahuano en Chile o la bahia de Chimbote en Peru o en la bahia de

Guanabara en Rio de Janeiro. (Jairo Escobar, 2002).

Los problemas ambientales que ha soportado Manta y su entorno natural por décadas,
son una deuda de varios gobiernos municipales que han rotado por esta ciudad en
constante crecimiento, aqui los problemas mas visibles han sido el alcantarillado
obsoleto, la contaminacién y la carga elevada de aguas residuales que van a parar a
varios sectores receptores, donde generalmente las zonas que mas han sido afectadas

corresponden a las areas costeras.

Especificamente la parroquia Tarqui ha sido una de las zonas de transicion donde se
mezcla la actividad comercial y el desplazamiento de aguas pertenecientes a los rio
Burro y Manta, el descontrol de vertientes han provocado que durante anos se

acumulen agentes contaminantes en estos espacios donde han aparecido diferentes
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alteraciones al medio acuatico siendo esta problematica criticada siempre por los
manteses que desde hace afios piden soluciones a este problema, por el cual se han

visto afectadas las especies que habitan en las zonas costeras asi la poblacion en general.

A lo largo de la historia, las actividades antrépicas han generado una gran variedad de
contaminantes, los cuales han ocasionado el deterioro de los distintos compartimentos
ambientales, incluyendo el agua, el aire, el suelo y el sedimento, asi como de la biota
asociada y por ende de los ecosistemas en su conjunto (Ramirez Romero P. & Mendoza,

2008.)

El rio Burro ha sido de los principales cuerpos hidricos afectados en la cuidad, donde se
ha visto incrementada la erosion de sus riberas, perdida fisica del suelo, acidificacion de
lodos; este rio constantemente moviliza un caudal contaminado durante todo el afo,
emitiendo malos olores, accién toxica, potencialidad infectiva, modificacion fisica y

guimica del suelo, polucion térmica y la eutrofizacién de masas liquidas.

El desarrollo de cualquier actividad antrépica genera una variedad de impactos vy
anomalias que se ponen de manifesté en las condiciones ambientales propias de la zona
en el cual se llevan a cabo; sin embargo, se debe tener presente que existen actividades
que generan mayor alteracién ambiental que otras, comparandose la emisién de un
efluente con tratamiento adecuado y uno que no este tratado los niveles de impacto

son graves.

Las disposiciones inadecuadas de aguas residuales son comunes en la ciudad, ademas
se puede mencionar la poca informacién acerca de cuerpos hidricos de la provincia, en
varias bases puede decirse que el pais debe comenzar aplicando medidas con el fin de
mitigar, minimizar o reducir los impactos al entorno natural provenientes de la actividad
antrdpica e industrial, teniendo consecuencias adversas en la provincia y otras zonas del

pais.

Las aguas servidas dispuestas en el rio Burro sin ningun tratamiento, ocasionan graves
inconvenientes, se pueden observar sedimentos, depdsitos de objetos, grasas en
cantidad, tensoactivos, papeles y plasticos flotantes y formacidon de natas que afecta
notablemente las caracteristicas de las corrientes de agua, afectando la flora y la fauna

costera de Manta.
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La playa de Tarqui era hasta 1982 uno de los sitios de esparcimiento favoritos de los
mantenses, porque era una playa tranquila y no peligrosa como El Murciélago. El
aparecimiento del fenédmeno El Nifio originaron directa e indirectamente la formacién
de varias fuentes de contaminacién, sumandole el incremento de la poblacién vy
sistemas colectores y de tratamiento obsoletos. Han transcurrido 24 afos y las

autoridades poco han hecho por rescatarla. (HORA, 2006)

Cabe destacar que el problema en la actualidad podria considerarse superior a
anteriores, estas aguas al contar con cantidades considerables de materia organica en
descomposicion y las elevadas temperaturas generan una significativa evaporacion de
estos agentes, los olores se intensifican, los lodos téxicos se sedimentan y en la fauna
evidencia una reduccion. De acuerdo a datos obtenidos en los andlisis de laboratorio el
agua del rio Burro y la estacion de bombeo Tarqui presentan agentes sulfurosos en su

composicion.

Es evidente la responsabilidad humana, por los impactos ambientales directos e
indirectos al medio ambiente, afectando el bienestar de todos los seres vivos que rodean
un espacio por donde se traslade contaminacién, debido a los impactos ya evidenciados
en espacios de rios temporales de invierno, es asi que el diagndstico a los diferentes
componentes del entorno son cada vez mas importantes, porque se obtienen datos
importantes, mismos que sirven de fuente para la recuperacién de zonas contaminadas
por el hombre, evitando propagar la contaminacioén y riesgos a la salud de los seres vivos

presentes alrededor de estos espacios.
1.3 Justificacion

Es evidente el mal estado en el que se encuentran los cuerpos de agua de la zona de
Manta durante mds de 20 afios. Es por ello, que este estudio, intenta evaluar la toxicidad
de efluentes principales de descargas de la ciudad de Manta, a través de ensayos de
exposiciéon no forzada a través de la respuesta de fuga de Gambusia sp. La
implementacién de herramientas de evaluacidn ecotoxicoldgicas de bajo coste, pueden
ser de mucha utilidad para determinar de manera rapida el efecto de la potencial
toxicidad de los cuerpos de agua sobre los organismos que los habitan. Una opcidn que

se tornd viable para la evaluacidn toxicoldgica de los efluentes escogidos, fue la
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utilizacion de ensayos toxicoldgicos, la construccién y manejo del sistema es simple,
teniendo siempre en cuenta que los organismos a utilizar deben estar presentes en

cantidades considerables, es decir tener a disposicidn siempre a la especie determinada.
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1.4 Hipétesis
La respuesta de fuga de la especie Gambusia dffinis si puede ser utilizada para evaluar

la toxicidad de los efluentes de descarga en la zona de Manta.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Evaluar la toxicidad de efluentes principales de descargas, a través de ensayos de

exposicidon no forzada con la especie Gambussia sp.

1.5.2 Objetivo Especificos

e Caracterizar muestras de dos efluentes principales de descarga ubicados en la
zona de Manta (Desembocadura del rio Burro, y Planta de Bombeo de la EPAM).

e Realizar ensayo de exposicidon no forzada con la especie Gambussia sp expuesta
a muestra del efluente ubicado en la desembocadura del rio Burro.

e Realizar ensayo de exposicién no forzada con la especie Gambussia sp expuesta
a muestra del efluente ubicado en la Planta de Bombeo de la EPAM.

e Determinar si la respuesta de fuga de la especie Gambussia sp puede ser
utilizada como herramienta de evaluacidn de la toxicidad de los efluentes en la

zona de Manta.

19



2. METODOLOGIA
2.1 Zona de estudio
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PRESENCIA DE LOS EFLUENTES INTERVENIDOS

Coordenadas.

e Desembocadura del rio Burro: X 05631484 y Y 9894838 a 2 msnm
e Estacion de Bombeo de la Epam: X 05631467 y Y 9894422 a 1 msnm

Los efluentes estacion de bombeo de la EPAM y desembocadura principal al rio Burro
fueron elegidos como las zonas de estudio para la respectiva evaluacién toxicoldgica.
Ubicados en Ecuador, provincia de Manabi, cantén Manta. Las muestras de agua se
tomaron en botellas plasticas y se conservaron en refrigeracién con la finalidad de no
afectar su composicion natural, para su respectiva caracterizacién y su empleo en los

ensayos toxicoldgicos. Para el ensayo de toxicidad el efluente de la estacién de bombeo
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EPAM fue escogido como Test #1, y el efluente de la desembocadura principal del rio

Burro el Test #2.

2.2 Caracterizacion de las muestras

En las muestras de agua procedentes de los efluentes estacién de bombeo de la EPAM
Y desembocadura principal del rio Burro se analizaron pardametros fisicos-quimicos
como pH, salinidad, conductividad (mS), y sélidos totales disueltos (mg/L) a través de
una sonda mutiparamétrica JEMWAY modelo 3540. Los sdlidos totales en suspension
fueron analizados segun el protocolo descrito en el Manual de Practicas de Analisis y
Residuos Liquidos (Marin & Colina 2013). El anélisis de metales pesados (mg/L) (Pb, Cu,
Hg, Cd, As) se hizo mediante laboratorios certificados para tener un resultamos mas

optimo y real.

2.3 Organismos

El Gambusia affinis, es un pez pequefio y robusto. La cabeza relativamente grande se
aplana en la superficie superior, y la boca pequeiia es superior (hacia arriba) y
sobresaliente. Los ojos son grandes en relacién con el cuerpo. Las aletas dorsales y
caudal son redondeadas y no hay una linea lateral visible (ISSG, 2018). Su nombre comun
es pez mosquito es de la familia de los poecilidos, notable por haber sido introducido en
todo el mundo para el control biolégico de los mosquitos. Los alevines de Gambussia sp
fueron obtenidos en el cauce del rio Burro cantén en la ciudad de Manta (Manabi-
Ecuador). Una vez colectados los organismos fueron llevados al laboratorio para su
aclimatacién durante una semana antes de iniciar el bioensayo. Los alevines fueron
colocados peceras de 40 L. con aireacién permanente, con la finalidad de acondicionar
el cultivo y estabilizarlo. Los individuos fueron alimentados dos veces al dia hasta las 24
horas antes al ensayo. Los organismos utilizados tenian una talla promedio de 3,5 cm

aproximadamente.
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2.4 Sistema estatico de exposicion no forzada

Se fabrico un sistema multicompartimentado similar al descrito por Araujo et al. 2014.
El sistema estd adaptado con siete compartimentos dispuestos entre si, con una longitud
total de 189 cm y un volumen de agua total de 2100 ml. Cada compartimento fue
fabricado a base de dos botellas plasticas, cortadas en su base y unidas entre si con
pegamento (Sikaflex-11FC+) (Fig. 1). Para separar cada compartimento al instante de
verter las distintas diluciones e impedir que se mezclen antes del ensayo se aplicaron

tapones con plastilina no téxica cubiertos con teflon.

Largo 189 cm — Siete compartimentos— Volumen total 2100 ml

A:7.5x4cm
B: 300ml
ID C:6cm
Concentraciones D:2.2cm
mg/L E: 27 cm

Longitud: E

Fig. 1 Sistema multicompartimentado
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2.5 Calibracién del sistema de exposicion no forzada

Para calibrar el sistema se cred un gradiente de concentracién de sal. Las diluciones
fueron preparadas mezclando agua de mar con agua destilada. El gradiente estuvo
conformado por seis diluciones (6,25; 12,5; 25; 50; 75; y 100%) mas un control (0% de
agua de mar). Para comprobar la estabilidad del gradiente se hicieron medidas de
conductividad en cada uno de los compartimentos a las 0 y 4 horas. Todo esto para
garantizar que el gradiente de concentracidon en el sistema se conserve durante el

tiempo de ensayo.

Fig. 2. Gradiente de concentracién

2.6 Bioensayos
2.6.1 Ensayo de distribucion

Para verificar que los organismos no revelaran preferencia por algin compartimento
especifico, se realizd un ensayo de distribucion. El sistema de exposicidon no forzado se
usé con agua de cultivo para este ensayo, se distribuyd 5 individuos de Gambussia sp
en cada compartimento. Se contaron el nimero de organismos observados en cada

compartimento, el ensayo duro 4 horas y se lo realizd por triplicado y en total oscuridad.

2.6.2 Screening

Un ensayo de toxicidad aguda se realizé por cada efluente a testar. Con la finalidad de
fijar las concentraciones de exposicion durante los ensayos de fuga y descartar
concentraciones que ocasionaran la muerte de los organismos durante el periodo de

evaluacion toxicoldgica. El propdsito fue calcular la CL50 (Concentracion letal en la que
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mueren el 50% de los organismos expuestos). Para esta prueba, cada muestra del
efluente fue diluida con agua de bidén en concentraciones porcentuales de (25%, 50%,
75%y 100%). Se emplearon tres organismos por concentracion de exposicion, el ensayo

tuvo una duracion de 4 horas y se realizé por triplicado.

2.6.3 Ensayos de fuga
2.6.3.1 Efluente estacion de bombeo de EPAM.

Organismos de Gambussia sp fueron expuestos a seis diferentes concentraciones de
muestra del efluente (Estacion de Bombeo de la EPAM), (2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%)
mas una de control (0%). El ensayo de fuga fue realizado en el sistema
multicompartimentado, tal como lo describe Araujo et al. 2014. Se distribuyeron los
tapones de plastilinas en cada compartimento antes de ubicar las diluciones para eludir
alguna alteracion en el gradiente de contaminacion. Instaurado el gradiente se procedié
a colocar 5 organismos por compartimento. Un total de 35 organismos por sistema. El
experimento de fuga fue realizado por triplicado y el tiempo de exposicién fue de 4
horas. El respectivo conteo de los organismos fue realizado cada hora durante las 4
horas que durd el respectivo ensayo. El experimento se llevd a cabo en total oscuridad
utilizando luz roja al momento del conteo para no causar ninguna alteracion al

organismo.

2.6.3.2 Efluente desembocadura principal al rio Burro.

Organismos de Gambussia sp fueron expuestos a seis concentraciones diferente de
muestra del efluente (Desembocadura principal del rio Burro), (5%, 10%, 25%, 50%, 75%,
100%) mas una de control (0%). El ensayo de fuga fue realizado en el sistema
multicompartimentado, tal como lo describe Araujo et al. 2014. Se distribuyeron los
tapones de plastilinas en cada compartimento antes de ubicar las diluciones para eludir
alguna alteracion en el gradiente de contaminacion. Instaurado el gradiente se procedié
a colocar 5 organismos por compartimento. Un total de 35 organismos por sistema. El

experimento de fuga fue realizado por triplicado y el tiempo de exposicién fue de 4
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horas. El respectivo conteo de los organismos se lo realizo cada hora durante las 4 horas
gue durd el respectivo ensayo. Se lo realizo en total oscuridad utilizando luz roja para

no causar ninguna alteracién al organismo.

2.7 Procesamiento de datos
2.7.1 Ensayo de Distribucién

La distribucidn aleatoria de los organismos en el sistema sin contaminante fue revisada
relacionando el nimero de organismos en cada compartimento después de las 4 horas

de exposicion. Se empled un analisis de varianza de una via (ANOVA).

2.7.2 Ensayo de fuga

En los respectivos ensayos de fuga para el calculo de organismos fugados en cada

compartimento se utilizé la férmula descrita por Moreira-Santos et al. 2008.

Fugados = (NE - NO)

(NE)= numero de organismos esperados,
(NO)= numero de organismos observados.

Para calcular la evasién (fuga) en porcentajes (%) se utilizé la férmula:

Porcentaje de Fuga= (Fugados / NE) * 100

NE es el nUmero de organismos que se espera en cada compartimento, considerando
una distribucién homogénea de los organismos observados, lo que supone ninguna
referencia para cualquier concentracién de exposicion. Se calculé con el nimero total
de organismos observados dentro de los compartimentos, y dividido entre el nimero
correspondiente al compartimento. Por ejemplo, para la seccién mds contaminada (#7;
100% de agua del test), el nUmero de organismos que se espera es igual al nimero total
de organismos observados dentro de las secciones #1 a #7 dividido para el nimero de

la seccidn, en este caso (es decir, 7).
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NO es igual a los organismos observados en cada compartimento, sumados a los demas

compartimentos con concentraciones mas altas dentro de un mismo sistema.

2.7.2 Calculo de AC50

Los valores del AC50 (concentracidn que causa la fuga del 50% de la poblacion) fue

calculada por el programa de software PritProbit 1.63 (Sakuma, 1998).

2.7.3 Andlisis multifactorial en la respuesta de fuga

Un ANOVA multifactorial fue realizado para determinar si la respuesta de fuga en los
organismos estaba relacionada especificamente con la concentracién de exposicién y no
condicionada al tiempo de exposicion. El analisis fue realizado con el programa

ESTATISTICA.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion del efluente

PARAMETRO UNIDAD VALOR TULSMA
Conductividad us/cm 3340

Resistividad Q-cm 293

Oxigeno disuelto mg/L 1,74 >60
Potencial atmosferico Hpa 1022

pH pH 6,99 6.5-9.5
Potencial Redox Mv -54,4

Turbidez NTU 476

Solidos suspendidos mg/L 306 250 mg/L
STD mg/L 1909 1600 mg/I
Dureza mg/L 6,16

Sulfatos mg/L 150 1000 mg/I
Nitratos mg/L 0,4 50 mg/I
Fosfato mg/L 6,57

DQO mg/L 618 400 mg/I
DBO mg/L 2781 200 mg/!
Boro (B) mg/L 0.4477 5.0 mg/L
Cadmio (Cd) mg/L 0.4849 0.005 mg/L
Cromo(Cr) mg/L 0.01434 0.05 mg/L
Cobre (Cu) mg/L 0.03994 0.005 mg/L
Plomo (Pb) mg/L 0.007294 0.001 mg/L

Tabla 1. Caracterizacion del efluente Estacion de Bombeo de la EPAM
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Tabla 2. Caracterizacion del efluente Rio Burro

TULSMA.
PARAMETRO MEDIDA RESULTADO rabla 210
Conductividad us/cm 7360
Resistividad Q-cm 133,6
Oxigeno disuelto mg/L 9,21 >60
Potencial atmosferico hpa 1022
pH pH 8,29 6.5-9.5
Potencial Redox mv -128
Turbidez NTU 22
Solidos suspendidos mg/L 4 250 mg/L
Solidos totales disueltos 1600 mg/I
(STD) mg/L 4012
Dureza mg/L 4,57
Sulfatos mg/L 1580 1000 mg/I
Nitratos mg/L 3,2 50 mg/I
Fosfato mg/L 0,6
DQO mg/L 353 400 mg/I
DBO mg/L 1588,5 200 mg/I
Boro (B) mg/L 2.151 5.0 mg/L
Cadmio (Cd) me/L 0.0003523 0.005 me/t
Cromo(Cr) mg/L 0.01434 0.05 mg/L
Cobre (Cu) mg/L 0.02942 0.005 mg/L
Plomo (Pb) mg/L 0.007294 0.001 mg/L
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Conductividad (mS)

3.2 Validacion del sistema de ensayo.
3.2.1 Calibracién del sistema.

Los resultados de la calibracion del sistema utilizando distintas diluciones de agua de
mar muestran que el gradiente de concentracién se mantiene después de las 4 horas
(Fig. 3)
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Fig. 3 Calibracion del sistema de exposicidon no forzada a las Oh (A) y 4h (B)

3.3 Ensayo de distribucion.

En el ensayo de distribuciéon los alevines de Gambussia Affinis no presentaron

preferencia por ningiin compartimento especifico (p>0,05).

3.4 Screening

Durante la exposicidn de los organismos al efluente de la estacion de bombeo de la
EPAM, se registr6 un 100% de mortalidad en los organismos expuestos a las
concentraciones de 100%, 75%, y 50%. Cabe sefialar que en la concentracion de 100% vy

75% todos los organismos murieron durante la primera hora de exposicion.

En el caso del efluente de la desembocadura principal al rio Burro, no se observd
mortalidad durante las 4 horas de exposicion a las distintas concentraciones 100%, 75%,

50%, 25%. Ambos ensayos fueron realizados durante 4 horas de exposicion.
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3.5 Ensayos de exposicidon no forzada
3.5.1 Efluente estacion de bombeo de la EPAM.

Durante los ensayos de exposicidn al efluente de la estacién de bombeo de la EPAM los
organismos mostraron una fuga significativa desde la primera hora de exposicidén

(Figura. 1)

150
100
50

-50 1 hora

\o -100
-150
-200 3 hora

-250 4 hora
-300

2 hora

Porcentaje de fuga

0 25 5 10 20 30 40

Concentracion del efluente

Fig. 1 Respuesta de fuga del pez Gambussia Affinis expuesta a diferentes

concentraciones del efluente de la estacion de bombeo de la EPAM

Tabla 3. Analisis multifactorial del bioensayo de exposicion al efluente de la Estacion de

bombeo la EPAM

Efecto ss DI (2] MS F P
freedom
Tiempo 0 9 0 0 1
Tratamiento 1451 6 24.18 41.63 0.000*
VIS 256 18 14.8 2.54 0.004*

Tratamiento
F (3.56) = 0.0000, p = 1.0000
*(Diferencia significativa p<0,01)

El analisis multifactorial demostrd que en el ensayo de exposicion forzada al efluente de
la estacion de bombeo de la EPAM, la respuesta de fuga estuvo influenciada por el
tratamiento (concentracién de exposicién) y no por el tiempo de duracidn del bioensayo
(Tabla 3)
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3.5.2 Efluente desembocadura principal al rio Burro.

En la figura 2 se puede observar que existe una fuga significativa a partir de la segunda

hora de exposicion. Es evidente el desplazamiento de los organismos hacia las

concentraciones de 0% y 5%.

100

w
o

o

1 hora
-100 2 hora
-150 3 hora
200 4 hora

Porcentaje de fuga %

-250
0 5 10 25 50 75 100

Concentracion del efluente

Fig. 2 Respuesta de fuga del pez Gambusia sp expuesta a diferentes concentraciones del

efluente de la desembocadura principal al rio Burro.

Tabla 4. Analisis multifactorial del bioensayo de exposicion al efluente de la

desembocadura del rio Burro

Efecto sS D MS F P
freedom
Tiempo 0 3 0 0 1
Tratamiento 652.5 6 108.8 17.60 0.000*
Tlempo. X 225.5 18 12.5 2.03 0.023*
Tratamiento

F (3.56) = 0.0000, p = 1.0000
*(Diferencia significativa p<0,01)

El analisis multifactorial demostré que, en el ensayo de exposicién forzada al efluente
de la desembocadura del rio Burro, la respuesta de fuga estuvo influenciada por el

tratamiento (concentracion de exposicion) y no por el tiempo de duracién del bioensayo
(Tabla 4).
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4. DISCUSION

Los datos de la caracterizacién del agua procedente de ambos efluentes muestran altos
niveles de contaminacion de estas aguas residuales. En el caso del efluente de la Planta
de Bombeo de la EPAM la muestra de agua residual presentd valores por encima del
limite permisible en parametros como: Conductividad, solidos totales disueltos (STD) y
en suspension, DBO, DQO, bajos niveles de oxigeno, y la concentracién de metales (Cd,
Cu, y Pb). En el caso del efluente ubicado en la Desembocadura del Rio Burro los
pardmetros ubicados por encima del limite permisible fueron: STD, sulfatos, DBO, vy

metales como Cu y Pb.

El oxigeno disuelto presentd un valor de 1,74 mg/l en la estacién de bombeo EPAM,
mientras que la desembocadura principal del rio Burro mantuvo un rango de 9,21 mg/I.
Segun la normativa del TULSMA, una agua con oxigeno disuelto controlado, debe
obtener un resultado de 5 mg/l, aqui se puede interpretar que este es un factor muy
importante, para que los peces puedan desarrollar su vida con total normalidad. Los
bajos niveles de oxigeno en la muestra de efluente de la Estacion de Bombeo de la EPAM
puede ser una de las razones por las cuales en el ensayo agudo los organismos murieron
casi de forma inmediata, mientras que en el efluente de la Desembocadura del rio Burro
no se registré mortalidad. Aunque segun Brown-Peterson, (1990) la especie Gambusia
sp es capaz de aguantar bajas concentraciones de oxigeno disuelto(0,028 mg/l), ya que
tiene la habilidad de obtener oxigeno de los estratos mas superficiales de
la columna de agua y habita en rangos de pH que van desde 6 hasta 8,8 (Brown-

Peterson, 1990).

Segun Lenntech, 2019 la conductividad es un pardmetro estrechamente relacionado con
la salinidad, y solidos totales disueltos. Los altos valores de conductividad y STD
demuestran el alto contenido de sales y otros compuestos quimicos en ambos efluentes.
En el efluente de la desembocadura del rio Burro los niveles de conductividad fueron
ampliamente mas altos (7470 us/cm) en comparacion con el efluente de la EPAM (3340
us/cm). Sin embargo, en el ensayo de toxicidad aguda los organismos no registraron
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mortalidad durante su exposicion a este efluente, lo que podria sugerir que este
parametro por si solo no es el responsable de la mortalidad reportada en el ensayo de

toxicidad aguda con el efluente de la EPAM.

La turbidez y los sélidos en suspension muestran el color del agua y los sélidos flotantes,
esto puede alterar la capacidad de caza y movimiento de los peces, sin embargo, este
organismo presenta facilidad para adaptarse a sitios con estas caracteristicas. Los
sélidos en suspensidon pueden ser organicos e inorganicos, el lugar donde se ubica el
principal efluente de descarga del rio Burro existe un colector de desechos de alta carga
organica, donde encontrar viseras de pescado, desechos orgdnicos de vegetales, frutas
entre otros desechos orgdnicos en descomposicién. Donde se evidencid que el
organismo consume estos alimentos, aplicando comportamiento carrofiero hasta con
sus ejemplares que han muerto. El problema radica en los sélidos inorganicos, mismo
que se pueden adherir a la materia organica rapidamente, es asi que a mas materia
suspendida existe mayor probabilidad de agentes téxicos entren en contacto con los
peces. La turbidez impacta en los ecosistemas acuaticos por dispersar la luz solar y
reducir la concentracién de oxigeno. Afecta a la fotosintesis, asi como a la respiracién y
reproduccion de los peces. Las particulas suspendidas también ayudan a la adhesién de

metales pesados y muchos otros compuestos téxicos (Kasetsu, 2017).

El efluente de la estacion de bombeo EPAM cumple con la normativa en cudnto a la
emision de sulfatos al medio. Sin embargo, en el efluente del rio Burro este parametro
estuvo por encima del limite permisible (1580 mg/I), pudiendo ser este parametros uno
de los que ocasiond la fuga de los especimenes de Gambusia sp. Lenntech (2018)
menciona que el sulfato (SO4) se encuentra en casi todas las aguas naturales. La mayor
parte de los compuestos sulfatados se originan a partir de la oxidacion de las minas de
sulfato, la presencia de esquistos, y la existencia de residuos industriales. El sulfato es
uno de los principales constituyentes disueltos de la lluvia, donde una alta concentracion
de sulfato en agua potable tiene un efecto laxativo cuando se combina con calcio y

magnesio, los dos componentes mas comunes de la dureza del agua. Asi mismo se puede
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relacionar la dureza a los datos anteriores que el pez ha evitado en ambos efluentes, el
efluente de la estacion de bombeo EPAM mantiene una dureza de 6,16 mg/|, esta

muestra tuvo que ser diluida al 100 % para obtener dato.

En el andlisis de nitratos se evidencio un 0,4 mg/l en el efluente de la estacidn de
bombeo EPAM y un 3,2 mg/Il en la muestra de la desembocadura principal del rio Burro,
no pasando los 50 mg/l que dicta el TULSMA. El fosfato del primer efluente se mantuvo
con un 6,57 mg/l y el segundo efluente mostro un valor de 0,6 mg/l, mostrando que en
fosfato el efluente de la estacion de bombeo EPAM es elevada, asi como los nitratos en
la desembocadura principal del rio Burro, indicando ademas que ambas aguas poseen

agentes en diferentes proporciones.

La estacion de bombeo EPAM presento un valor de 618 mg/l de DQO por encima de los
353 mg/l de la desembocadura principal del rio Burro. El limite maximo permisible es de
400 mg/| asilo dicta la tabla 10 del TULSMA, es asi que el agua de la estacion de bombeo
sobrepasa los valores lo que da a entender que estas aguas poseen grandes grados de
contaminacién, asi mismo los datos del DBO estas sobrepasados en ambos casos donde
el valor permisible es de 200 mg/l y los efluentes estudiados poseen un 2781 mg/l en el
afluente de la estacién de bombeo y un 1588,5 mg/| en la desembocadura principal del

rio Burro.

Otro dato importante es la presencia de cloro en las muestras de efluentes, donde la
desembocadura principal del rio Burro posee 1,2 mg/l, mientras que el efluente de la
estacion de bombeo EPAM, muestra un valor de 6 mg/l. Es conocido que altas
concentraciones de cloro pueden afectar a la especie Gambusia sp, ya que no tolera
valores superiores a 0,02 mg/I. Este puede ser otros de los parametros relacionados con

la fuga de los organismos.

Los ensayos de exposicion no forzada estan pensados para evaluar la sensibilidad de las

especies frente a eventos de contaminacidn, es por ello que se suelen utilizar especies
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consideradas sensibles. Sin embargo, la especie Gambusia sp. utilizada en este estudio
es reconocida como una especie altamente resistente por su facilidad de adaptacion a
ambientes afectados por la contaminacidn. Por lo que, la respuesta de fuga observada
en esta especie durante su exposicion a los efluentes de la estacion de bombeo de la
EPAM vy al de la desembocadura del rio Burro permiten determinar la alta toxicidad de

estas descargas de aguas residuales.

Los peces de agua dulce se encuentran hoy amenazados por la continua agresién del
medio. Esto se debe a los vertidos de aguas residuales tanto domésticos como
industriales que contaminan las aguas y provocan la muerte de las poblaciones
existentes. Hay varias razones para considerar a los peces como organismos utiles en la
evaluacion de la degradacién ambiental, ya que la ictiofauna actia como integradora de

los impactos directos e indirectos sobre el ecosistema acudtico (DK, 2000).

Evaluar y estimar los efectos de la actividad humana sobre el ecosistema acuatico es una
tarea compleja. Debido a esto, han sido propuestos numerosos bioindicadores y
pruebas a organismos para la evaluacion de ecotoxicidad de compuestos
antropogénicos en ambientes acuaticos, donde los peces representan, ademas, el

principal nivel (Nunes B, 2012).

Diversos estudios realizados en peces han sido realizados para evaluar la potencial
toxicidad en el medio acuatico. Por ejemplo juveniles de D. rerio mostraron alta
sensibilidad cuando fueron capaces de detectar la presencia de perimetanil en una
exposicién in situ (Araujo et.al, 2014). Otro organismo en mostrar sensibilidad fue P.
reticulata el cual fue expuesto a un gradiente de contaminacién de tricolsan (Silva et. Al,
2017). Asi mismo alevines de Oreochromis sp. detectaron y fugaron de concentraciones

peligrosas de efluentes industriales contaminados (Araujo et al., 2016).
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5. CONCLUSIONES

La caracterizacion del agua residual procedente de ambos efluentes muestran
altos niveles de contaminacion. En el caso del efluente de la Planta de Bombeo
de la EPAM presentd valores por encima del limite permisible en pardmetros
como: Conductividad, solidos totales disueltos (STD) y en suspensiéon, DBO, DQO,
bajos niveles de oxigeno, y la concentracion de metales (Cd, Cu, y Pb). En el caso
del efluente ubicado en la Desembocadura del Rio Burro los pardmetros
ubicados por encima del limite permisible fueron: STD, sulfatos, DBO, y metales

como Cu y Pb.

La respuesta de fuga observada en la especie G. dffinis durante su exposicion a
los efluentes de la Estacidon de Bombeo de EPAM y al de la desembocadura del

rio Burro demuestra la alta toxicidad de estos efluentes.

Los resultados de este estudio permiten asegurar que la respuesta de fuga de Ia
especie Gambusia affinis puede ser utilizada como herramienta de evaluacién de
la toxicidad de los efluentes en la zona de Manta. Siendo una herramienta muy

util ya que genera resultados a corto plazo, y es de bajo costo.
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6. RECOMENDACIONES

Una vez probada la utilidad de la respuesta de fuga en la especie Gambusia sp se
recomienda utilizarla en la evaluacién de la potencial toxicidad de otros efluentes y

cuerpos de agua dulce en la zona de Manta.

También se recomienda iniciar otros estudios que conduzcan a la identificacién de
nuevas especies que puedan servir como indicadoras de la situacién ambiental de los

ecosistemas acuaticos en la zona de Manta.

Brindar un apoyo financiero a nuevos proyectos que vinculen a los estudiantes con la
comunidad, y asi hacer posible el seguimiento de estos efluentes y minimizar el impacto
generado por los mismos. Esto generaria un mejor aprendizaje por parte de los

estudiantes e impacto positivo a las condiciones del lugar.

De acuerdo con los resultados obtenidos se recomienda que la Estacion de Bombeo de
la EPAM cumpla con las disposiciones legales y no vierta sus aguas al medio ambiente
acuatico. El agua residual con alta carga organica e inorgdnica sugiere un deterioro del

cuerpo de agua que estd recibiendo la descarga de ese efluente.

Instrumentar un proceso simplificado de aplicacion, que permita realizar estimaciones

previas sobre el grado de contaminacidn de cuerpos de agua.
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ANEXOS

Gambus

ia sp.

Captura de organismos
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Efluente de estacion de bombeo EPAM

Otras especies alteradas por el medio acuatico del lugar.
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Equipos utilizados para los analisis respectivos del documento
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Herramientas de laboratorio utilizadas para los analisis

Reactivos utilizados

44



45



