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Resumen

El cadmio es considerado uno de los metales pesados mas peligrosos, su alta toxicidad ha generado
diversos problemas al ambiente y la salud de los seres vivos. El objetivo del presente trabajo fue
demostrar la capacidad de remocion de Cd por Salvinia auriculata en agua contaminada y los
efectos morfoldgicos a causa de su exposicion. Para esto, se expuso S. auriculata a 5 tratamientos
de dilucion de 0, 0.25, 0.5, 1y 2 mg/L Cd durante 8 dias. Al finalizar el bioensayo se determiné la
biomasa, el porcentaje de tolerancia, la longitud promedio de las hojas y se tomaron fotografias
de las mismas. Se analizé las muestras de agua y tejido vegetal mediante espectrofotometria
de absorcion atomica de horno de grafito. Los resultados de remocion encontrados fueron de
64%, 56%, 55% y 53% para 0.25, 0.5, 1 y 2 mg/L Cd, respectivamente. Con respecto a los efectos,
se observo inhibicion de crecimiento, clorosis y alteracion del borde de las hojas en todos los
tratamientos con Cd. En las plantas expuestas a 2 mg/L Cd se observd necrosis parcial y dafios en
los tricomas. A pesar de los sintomas de toxicidad, S. auriculata pudo mantener altos porcentajes
de remocion de Cd. Se propone el cultivo controlado de S. auriculata para la remocion de Cd en
agua contaminada y su empleo como bioindicador de este metal.

Palabras Claves: Cadmio, Fitorremediacion, Remocion, Salvinia auriculata.

Abstract

Cadmium is considered one of the most dangerous heavy metals, its high toxicity has generated
various problems to the environment and the health of living beings. The aim of this work was to
demonstrate the ability to remove Cd by Salvinia auriculata in contaminated water and record
the morphological effects due to its exposure. For this, S. auriculata was exposed to 5 dilution
treatments of 0, 0.25, 0.5, 1 and 2 mg / L Cd for 8 days. At the end of the bioassay, the biomass,
the percentage of tolerance, the average length of the leaves was determined and photographs
of those were taken. Water and plant tissue samples were analyzed by atomic absorption
spectrophotometry of graphite furnace. The removal results found were 64%, 56%, 55% and 53% for
0.25, 0.5, 1 and 2 mg / L Cd, respectively. Regarding the effects, inhibition of growth, chlorosis
and alteration of the edge of the leaves was observed in all treatments with Cd. In plants exposed
to 2 mg / L Cd, partial necrosis and damage to the trichomes were observed. Despite toxicity
symptoms, S. auriculata was able to maintain high percentages of Cd removal. The controlled
culture of S. auriculata is proposed for the removal of Cd in contaminated water and its use as a
bioindicator of this metal.

Keywords: Cadmium, Phytoremediation, Removal, Salvinia auriculata.
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Introduccion

El incremento de las actividades industriales, mineria y
el excesivo empleo de fertilizantes en la agricultura ha
afectado, en especial, a los ecosistemas acuaticos (Wolff,
Pereira, Castro, Louzada, & Coelho, 2012). Diferentes
sustancias perjudiciales son liberadas frecuentemente
de forma sintética y los cuerpos de agua son directa
o indirectamente el destino final de estas sustancias
(Megateli, Semsari, & Couderchet, 2009).

Los cuerpos de agua pueden contener diversos
contaminantes organicos e inorganicos, entre los
principales que pueden afectar su calidad estan los
metales pesados. Los metales pesados también llamados
metales traza, han sido de especial preocupacion por su
caracteristica alta toxicidad en bajas concentraciones.
Ademas, su presencia predispone su acumulacion en la
fauna y flora, y por consecuencia su bioacumulacion y
biomagnificacion en la cadena trofica (Pernia, Sousa,
Reyes, & Castrillo, 2008).

Los metales pesados estan presentes naturalmente
en la corteza terrestre como componentes del agua,
suelo y materia viva, estos se presentan normalmente
en concentraciones que no causan efectos nocivos
en la salud de los seres vivos (Londofo, Londofo &
Muhoz, 2016).

Una gran cantidad de metales pesados como el
zinc (Zn), hierro (Fe), cobalto (Co) se consideran
fundamentales para las funciones bioldgicas de todo
ser vivo, pese a esto, su exceso o escasez pueden
influenciar de manera negativa. Sin embargo, metales
como el cadmio (Cd), plomo (Pb), mercurio (Hg),
entre otros, no cumplen ninguna funcion fisiologica
e interactlan toxicamente provocando efectos
negativos tanto en la salud humana y animal como en
la naturaleza (Londono et al., 2016). Por otra parte,
otro pequeno grupo de metales pesados no influencia
de ninguna de las maneras antes mencionadas (Page,
Bingham & Chang, 1981).

Segun Goering, Waalkes & Klaassen (1995), el cadmio
(Cd) es considerado Unico entre los metales por sus
diversos efectos toxicos, su amplia vida media de
entre 20 y 30 anos en los humanos, su predominante
acumulacion en tejidos como el higado y rifdn, y su
minima tasa de excrecion del cuerpo.

Entre los efectos que causa en la salud la
contaminacion por cadmio se  encuentra:
nefrotoxicidad, carcinogenicidad, teratogenicidad,
toxicidades enddcrinas y reproductivas (Goering et
al., 1995), danos al sistema respiratorio e insuficiencia
renal (Nordberg, 2012).

Dado a la significancia de esta problematica es
necesario la aplicacion e investigacion de diferentes
tecnologias para la purificacion de aguas residuales.
En la actualidad se utilizan tecnologias tales como,
la adsorcion, coagulacion, electrolisis, entre otras.
Estos métodos presentan varias desventajas por su
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implicacion economica y la cantidad de lodo que
pueden generar (Khataee, Movafeghi, Torbati, Salehi
Lisar & Zarei, 2012).

En los ultimos afos, la biorremediacion se ha
convertido en una alternativa sostenible y eficaz, la
cual utiliza organismos vivos para la recuperacion de
sitios contaminados (Khataee et al., 2012).

Dentro de la biorremediacion, la fitorremediacion
presenta amplias ventajas frente a tecnologias
convencionales de remediacion de medios contaminados
(Delgadillo-Lopez, Gonzalez-Ramirez, Prieto-Garcia,
Villagomez-lbarra & Acevedo-Sandoval, 2011). Varios
estudios han sugerido la implementacion de plantas
acuaticas que habitan en medios contaminados
para el saneamiento de aguas residuales debido a
que, generalmente poseen la capacidad de tolerar y
acumular altas concentraciones de metales pesados sin
afectar su desarrollo (Abhilash et al., 2009).

Algunos autores han reportado considerables
porcentajes de remocion de Cd por helechos acuaticos
del género Salvinia. Por ejemplo, S. herzogii ha
logrado remover entre un 63% y 84% de Cd (Caviedes
Rubio, Delgado & Olaya Amaya, 2016), S. herzogii un
84% (Maine, Duarte & Suiié, 2001; Martelo & Lara,
2012) (Tabla 1). Sin embargo, Salvinia auriculata no
ha sido empleada con este fin, por este motivo, en el
presente estudio se planted evaluar su eficiencia en la
remocion de Cd.

Materiales y Métodos

Area de estudio

La presente investigacion fue realizada en el Instituto
de Investigacion de Recursos Naturales (IIRN) de
la Facultad de Ciencias Naturales - Universidad de
Guayaquil, situada en el norte de ciudad de Guayaquil,
sus coordenadas UTM WGS son X: 620370, Y: 9762629.

El bioensayo se realizd en la ciudadela Sauces 5,
localizada en el norte de la ciudad de Guayaquil, sus
coordenadas UTM WGS son X: 623186, Y: 9765519.

Guayaquil, ciudad costera de Ecuador, se encuentra en
el bosque seco deciduo del Pacifico Ecuatorial, dentro
de la zona de vida Bosque muy seco tropical (Bms-T),
este se caracteriza por presentar precipitaciones
bajas, con aproximadamente 800 mm anuales,
temperaturas promedio entre 25 y 26°C y altitudes
aproximadas de 5 a 300 msnm (Canadas, 1983).

Ecuador esta localizado la zona ecuatorial y en las
costas del Océano Pacifico, lo que predispone a que
las corrientes frias de Humboldt y la corriente calida
del Niflo marquen dos periodos climaticos: la estacion
lluviosa, que abarca los meses de diciembre hasta
abril, y la estacion seca que abarca los meses desde
mayo hasta diciembre (Salto & Torres-Ruilova, 2017).

Durante el mes de julio, mes en que se realizd
el bioensayo (del 4 al 11 de julio), se registraron
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Tabla 1. Remocion y acumulacion de contaminantes en especies del género Salvinia.

Porcentaje de Acumulacion en

Especie Contaminante ‘s Referencia
remocion Peso seco
Escherichia coli 100%
Coliformes fecales 100%

Leodn et al., 2018
S. auriculata Hg 246 ng/g Molisani et al., 2006, Petrucio &
Esteves, 2005

N 62%
P 68.2%
Pb 97.44% 7,705 mg/Kg
S. mini As 0.5mg/g Olguin, Hernandez, & Ramos, 2002
- minima Hoffmann et al., 2004
cd 82.59% 11,262 mg/Kg o -
Cr 3,111 mg/Kg
Cd 63-84% 96 mg/kg
Cr 64-90%
Fe 88% 802 mg/Kg
Maine et al., 2001
5. hersodii Pb 90% Caviedes Rubio et al., 2016
! 3 Martelo & Lara, 2012
Zn 42% . . -
Paris, Hadad, Maine, & Suiie, 2005
Ni 57%
Cu 94%
Mn 8 mg/kg
S. rotundifolia Pb 95% Martelo & Lara, 2012
AS 19% 628 mg/Kg
Fe 70%
Cr 99%
S. molesta Pb 28% 367 mg/Kg Caviedes Rubio et al., 2016
Zn 22%
Ni 72%
Cu 21% 680 mg/Kg
As 18 mg/kg
Cu 90%
Fe 33-88%
Cr 78% 290 mg/kg
Pb 55% 420 mg/kg
S. natans Caviedes Rubio et al., 2016
Zn 52%
NI 90% 6295 mg/kg
Hg 76 mg/kg
Cd 27%
Mn 35%
¢d 1,636.1 mg/Kg Phetsombat et al., 2006, Caviedes

S. cucullata :
Pb 14,305.6 mg/kg Rubio etal., 2016
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temperaturas minimas medias de 21°C y maximas
medias de 29.5° C en la Estacion Guayaquil Aeropuerto
- DAC (INAMHI, 2019a, 2019b).

Recoleccion de las plantas

Los ejemplares de S. auriculata fueron donados por
el Instituto de Recursos Naturales de la Facultad
de Ciencias Naturales - Universidad de Guayaquil.
Especie cultivada y utilizada en investigaciones y tesis
previas.

Reproduccion de las plantas

Los individuos de S. auriculata, se reprodujeron en
condiciones naturales por aproximadamente un mes.
Para esto, se colocaron en envases de polietileno de
alta densidad con capacidad de 5 litros, se anadio 4 L
de agua de grifo y se agreg6 Fertilizante (MultiFlor®)
segln las indicaciones del fabricante.

Bioensayo

Siguiendo la metodologia propuesta por Pernia et
al. (2016), luego del periodo de aclimatacion y
reproduccion, se separanron 12 gramos de S. auriculata
de tamanos relativamente uniformes y se colocaron en
cada recipiente. Dichas plantas se expusieron por un
periodo de 8 dias a 5 tratamientos que contenian una
solucion nutritiva de 2 L de agua destilada con Cd en
sus respectivas concentraciones (Tabla 2).

El bioensayo se realizd por triplicado y se utilizd un
control 0 mg/L Cd. Las concentraciones mencionadas
fueron elegidas con el objetivo de comparar los
resultados con otros resultados de estudios de
diferentes macrofitas expuestas a cadmio. Durante
el periodo del bioensayo se registré una temperatura
promedio de 25.2°C (INAMHI, 2019b, 2019a), se
procedi6 a exponer las plantas a un fotoperiodo de 12
horas, siendo la radiacion solar maxima de Guayaquil
1130 W/m? en el mes de julio (Agencia Espacial Civil
Ecuatoriana, 2019).

También se llevo un registro fotografico del 4 y 8
dia de todos los recipientes con plantas expuestas a los
diferentes tratamientos, como medio de verificacion
de la respuesta morfologica de S. auriculata ante la
exposicion a cadmio.

Procesamiento de las muestras
Luego de los 8 dias de exposicion las muestras se lavaron

Tabla 2. Tratamientos a los que estuvo expuesta Salvinia
auriculata durante el bioensayo

Tratamiento mg/L Cd
TO 0
T1 0,25
T2 0,5
T3 1
T4 2
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con abundante agua destilada, se escurrieron y pesaron
en una balanza analitica Sartorius, se determind el
crecimiento promedio de las hojas utilizando un vernier
calibrado y se tomo los valores de pH de cada uno de los
tratamientos con un multiparametro Apera Instruments
modelo PC60.

Posteriormente, se obtuvo la biomasa de los helechos,
determinando el peso seco en una estufa a 80°C durante
4 dias. Al terminar este periodo se comprobd que el peso
seco fuera constante y se determind el peso con una
balanza analitica Sartorius calibrada. A partir de estos
valores se calculo la biomasa y la tolerancia al cadmio.
indice de Tolerancia

Dentro de cualquier experimento se puede llevar un
control de las medidas y pesos de las plantas, con estos
valores se puede calcular el indice de tolerancia a un
contaminante, basandose en las medidas del control en
comparacion a las plantas expuestas a un contaminante
especifico. Para determinar la tolerancia al Cd se
comparo6 con plantas tratadas y no tratadas utilizando
la formula (Wilkins, 1978):

(Crecimiento en la solucién + metal) x 100

Indice de tolerancia (%) = — —
S0 (Crecimiento en la solucién - metal)

Crecimiento de las plantas

Al finalizar el bioensayo y previo al procesamiento de
las muestras, se tomo ejemplares de todas las plantas
expuestas a todos los tratamientos, y se midio su
crecimiento en largo y ancho de las hojas flotantes con
un vernier calibrado (Stainless).

Analisis morfologico

Para el analisis morfoldgico se observd mediante
microscopio  estereoscopico hojas flotantes de
S. auriculata expuestas a cada tratamiento y se
capturaron fotografias para posteriormente analizar los
cambios estructurales. De igual manera se considerd
el registro fotografico de los envases con las plantas a
diferentes concentraciones de Cd en el cuarto y octavo
dia (Fig.1).

Factor de Bioconcentracion

La bioconcentracion de una sustancia quimica que posee
un organismo acuatico generalmente se expresa como
factor de bioconcentracion, este factor es la relacion
entre la concentracion del componente situado en el
organismo y la concentracion del componente situado
en el medio (Phetsombat, Kruatrachue, Pokethitiyook
& Upatham, 2006). Se calcula por medio la ecuacion a
continuacion:

Concentracion de Cd en la planta
FBC =

" Concentraciéon de Cd en el medio

Analisis de laboratorio

Las plantas fueron analizadas en el Laboratorio de
Analisis Quimico y Microbiolégico de Alimentos de
la Subsecretaria de Calidad e Inocuidad (SCI) del
Ministerio de Acuicultura y Pesca.

Previo al analisis, las muestras de tejido vegetal
y de agua fueron homogeneizadas. Se colocaron
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0,30+0,05 g de cada muestra de tejido vegetal y 10
mL de cada muestra de agua en vasos de teflon (CEM
Corporation), posteriormente se afiadié 6 mL de acido
nitrico concentrado y se digestaron en un microondas
(MARSExpress, CEM).

Una vez obtenidas las soluciones, fueron diluidas
con agua ultra pura a un volumen total de 25 mL,
trasvasando las aguas de lavado a esta solucion.

Método

El método empleado para el analisis de las muestras
de agua y tejido vegetal en el Laboratorio de Metales
Pesados de la SCI se basa en un proceso térmico donde
las diferentes muestras son digeridas por medio de 4
etapas: secado, carbonizado atomizacion y limpieza
del horno de grafito.

La determinacion del contenido de cadmio en
cada una de las muestras se realizd mediante
espectrofotometria de absorcion atémica de horno de
grafito, con la implementacion del espectrofotometro
VARIAN modelo SpectrAA 220Z y como modificadores
de matriz se aplicaron soluciones de NHH,PO, y
MgNO,6H,0.

Esta técnica se fundamenta en que un elemento
0 analito excitado provoca una radiacion la cual
atraviesa el vapor que contiene los atomos de ese
elemento en estado basal. La intensidad de radiacion
transmitida va disminuyendo proporcionalmente con
respecto a la cantidad del elemento en estado basal
en el vapor. Al aumentar la temperatura del horno los
atomos de cadmio se sitlan en el haz de radiacion,
lo que causa que se volatilice la muestra inyectada.
Mediante un monocromador se capta la radiacion
caracteristica de la lampara de catodo hueco, y se
mide la radiacion atenuada transmitida por medio de
un dispositivo fotosensible (EPA, 2007). Se empleo
una longitud de onda de 228.8 nm para la revelar de
la concentracion de atamos de Cd y estos valores se
comprobaron por medio de la adicion de muestras
como controles de calidad soluciones blanco de
reactivo, muestras duplicadas, muestras fortificadas
y muestra certificada de referencia (IAEA 407, tejido
de pescado). El método empleado tiene un limite de

TO (0 mg/L Cd)

T1 (0.25 mg/L Cd)

T2 (0.5 mg/L Cd)

cuantificacion (LC) de 0,014 mg/kg. Los valores se
expresan en mg/kg en peso himedo.

Andlisis estadistico

Obtenidos los resultados del laboratorio, se trasladaron
los datos a Excel y se procedio a procesar la estadistica
basica. Por medio de la implementacion del software
estadistico Minitab version 17, para determinar la
normalidad de los datos se aplicaron las pruebas
Kolmogorov - Sminorv (Capacidad de acumulacion,
factor de bioconcentracion y remocion de Cd) y
Anderson Darling (Biomasa, crecimiento, indice
tolerancia, y pH), y el test de Levene para determinar
la igualdad de varianzas. Se utilizd la prueba
paramétrica ANOVA de un solo factor para comparar las
medias y determinar si hubo diferencias significativas,
para ello se tomo6 p<0.05 como valor significativo
confirmandolo por medio del test de Tukey o prueba
de Dunnet (remocion de Cd). Los valores se expresaron
como promedio + desviacion estandar. Las graficas se
realizaron con el programa OriginPro8.

Resultados

Efecto del cadmio sobre la biomasa de la especie S.
auriculata

La biomasa presentd un descenso significativo
a media que la concentracion de Cd en el agua
aumentaba (p < 0,05). La biomasa en TO mostro un
peso de 1.1+0.17 g en PS, T1 mostré una disminucion
estadisticamente significativa con respecto a TO, el
valor de T1 fue de 0.73+011 g en PS. De igual manera
T4, el menor resultado de todos los tratamientos,
tuvo una reduccion significativa con respecto a TO y
T1 presentando un valor de 0.3:0.1 g en PS. Segln
ANOVA de una sola via y prueba de Tukey (F=20.63;
p=0.000).

La variacion de la biomasa se compar6 con el control
(T0), obteniendo una reduccion de la biomasa en los
siguientes porcentajes: 33.3, 54.1, 51.1, y 72.7% en
los tratamientos T1, T2, T3 y T4, respectivamente.

Es importante mencionar que tan solo en el
tratamiento TO hubo reproduccion y crecimiento, en

T3(1mgiLcd) T4 (2mg/L Cd)

Figura 1. Registro Fotografico al octavo dia de las hojas de Salvinia auriculata expuesta a diferentes concentraciones de
cadmio. La observacion se realizdo mediante un microscopio estereoscopico.
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los demas tratamientos no sé observo, inclusive los
brotes no presentaron desarrollo.

Efecto del
auriculata
Los resultados de la tolerancia al Cd por S. auriculata
presentaron una tendencia similar al de la biomasa,
los valores mostraron una proporcionalidad inversa
entre la concentracion de cadmio en el tratamiento
y el indice de tolerancia. En la figura 2 se puede
observar los valores, como valor referencial se toma
a TO con una tolerancia del 100%, mientras que T1
y T4 muestran indices de tolerancia del 66.36% y
27.27%, respectivamente. Dichos valores mostraron
una disminucion estadisticamente significativa, segun
ANOVA de una sola via y prueba de Tukey (F=20.63;
p=0.000)(Fig.2).

cadmio sobre la tolerancia de S.

Efecto del cadmio sobre el crecimiento de S.
auriculata

Para estudiar el crecimiento de S. auriculata se
considero tanto el largo como el ancho promedio de
sus hojas expuestas a los diferentes tratamientos. La
longitud de las hojas presentd una proporcionalidad
inversa entre su crecimiento y la concentracion de Cd
a la que estaban expuestas (Fig. 3).

El largo presentd una tendencia descendiente
estadisticamente significativa. Entre estas se puede
mencionar a TO (11.35£1.14 mm) y T1 (10.14+1.1
mm), los cuales presentaron una disminucion
significativa con respecto a T4 (8.68:x0.6 mm)
(F=11.37; p=0.000). De igual manera, el ancho de la
hoja disminuy6 en comparacion al control en todos los
tratamientos segin ANOVA de una sola via y prueba
de Tukey (F=16.65; p=0.000). El control TO (9.25+1.32
mm) mostré una diferencia significativa con respecto
a los demas tratamientos y T4 (6.81+0.61) desarrollo
la menor longitud.

La longitud de las hojas se compar6 con la longitud
del control, obteniendo porcentajes de reduccion del
crecimiento en ancho y largo. Como resultado, las
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Figura 2. Efectos del Cadmio sobre la tolerancia de Salvinia
auriculata expuesta a diferentes concentraciones de Cd (T0=
0mg/LT2=0,5 mg/L, T4=2mg/L ). Los resultados se presentan
como promedio + desviacion estandar. Letras diferentes
indican que existe diferencias significativas ( p<0,05).
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hojas de los tratamientos T1, T2, T3 y T4 presentaron
una disminucion del 10.6, 15.56, 18.76 y 23.49% de su
longitud y una disminucion del 17.43, 17.29, 20.57 y
26.41% en el ancho, respectivamente.

Efecto del cadmio sobre la morfologia de la planta
Para analizar el efecto morfolégico como respuesta
a las concentraciones de Cd sobre las plantas, se
consideré tanto el registro fotografico del 4to vy
8vo dia como los cambios morfoldgicos observados
mediante microscopio al culminar el bioensayo.

Al 4to dia todas las plantas, a excepcion de TO,
presentaron clorosis en la mayoria de sus hojas, pero
en mayor proporcion en la solucion de 2 mg/L Cd. Al
8vo dia se observod que la clorosis se habia propagado
en mas individuos de S. auriculata expuestos a Cd.

Al finalizar el bioensayo, con la ayuda del microscopio,
se determind con mayor detalle las respuestas de S.
auriculata ante la exposicion a cadmio. Se observo
clorosis que iniciaba desde la parte externa de la
hoja, y variacion en los bordes de todas las hojas de
los tratamientos T1, T2, T3 y T4. De igual manera, en
estos tratamientos se observaron danos superficiales
en los tricomas, pero en mayor proporcion en T4,
debido a que habian colapsado. Ademas, en este
Gltimo tratamiento se observo necrosis parcial.

Cambio de pH en la solucion

El agua utilizada al iniciar el bioensayo present6é pH
7. Al finalizar el bioensayo se registraron todos los
valores de pH de los tratamientos, como resultado
se obtuvo condiciones acidas en todas las soluciones.
Los pH mas bajos se manifestaron en T0 (3.99+0.09),
T1 (4.55£0.06) y T4 (4.56+0.36), entre estos valores
no encontraron diferencias  estadisticamente
significativas. Mientras que los valores mas
altos se presenciaron en T2 (5.08:0.14) y T3
(5.18+0.59) los cuales, si presentaron un incremento
estadisticamente significativo en comparacion con
TO, segin ANOVA de una sola via y prueba de Tukey
(F=6.63 p=0.007).
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Figura 3. Efectos del Cadmio sobre el crecimiento de las hojas
de Salvinia auriculata expuesta a diferentes concentraciones
de Cd (T0= 0 mg/L, T1= 0,25 mg/L, T3= 1 mg/L, T4=2 mg/L).
Los resultados se presentan como promedio + desviacion
estandar. Letras diferentes indican que existe diferencias
significativas ( p<0,05).
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Capacidad de acumulacion de Cd

Salvinia auriculata tiende a aumentar de
concentraciones de Cd en su biomasa a medida que la
concentracion del metal es mayor en el tratamiento
(Fig.4).

Se observd que las plantas sometidas a los
tratamientos T1, T2, T3 y T4 alcanzaron valores
de acumulacion de 203.96+25.98, 433.63+56.09,
924.60+98.95y 1128.27+37.89 mg/Kg Cd en peso seco,
respectivamente. La captacion de Cd en las plantas
present6 un incremento estadisticamente significativo
cuando la concentracion de Cd en el tratamiento
aumentaba, segn ANOVA de una sola via y prueba de
Tukey (F=226.65; p=0.000).

Factor de bioconcentracion

Con respecto al FBC, los tratamientos T1, T2 y T3
presentaron valores de 815.84+103.94, 867.27+112.18
y 924.60+£98.95, respectivamente, mostrando una
tendencia a aumentar su factor de bioconcentracion a
medida que la concentracion de Cd en el tratamiento
aumentaba, no obstante, no se demostré diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05). Al contrario,
en T4 se apreci6 un declive estadisticamente
significativo en el FBC con un valor de 564.13+18.94,
segln ANOVA de una via y test de Tukey (F=64.70;
p=0.000).

Remocion de Cd

En lo que concierne a la remocion de cadmio, se
comparé la concentracion inicial del cadmio de las
soluciones con la concentracion a los 8 dias. En la
Figura 5 se visualiza el incremento de remocion del
metal mientras que la concentracion en la solucion
aumentaba. Todos los tratamientos con cadmio
mostraron diferencias significativas segin ANOVA vy
prueba de Dunnet (p < 0.05).

En todas las soluciones con Cd (T1, T2, T3 y T4) la
disminucion fue significativa, las concentraciones
pasaron de 0.25+0.00 a 0.089:+0.01 mg/L de Cd
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(F=240.75; p=0.000), de 0.5+£0.00 a 0.22:+0.02 mg/L
de Cd (F=784.00; p=0.000), de 1.00+0.00 a 0.44+0.18
mg/L de Cd (F=26.02; p=0.007) y por ultimo de
2.00£0.00 a 0.92:0.04 mg/L de Cd (F=1630.14;
p=0.000).

Con la finalidad de comprobar a que concentraciones
de Cd hay mayores porcentajes de remocion por S.
auriculata, obteniendo los siguientes datos.

En la Figura 5 se demuestra los valores presentados en
cada uno de los tratamientos. En T1 se presentd una
remocion del 64.13+7.16 %, en T2 56.0+3.46 %, en T3
55.7£18.9 % y en T4 53.83+2.31 %. La tendencia del
porcentaje de remocion es inversamente proporcional
a la concentracion de Cd en el tratamiento, sin
embargo, no existe diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tratamientos segun
ANOVA 'y test de Tukey (F=0.59; p=0.638).

Comparacion de remocioén de Cd por otras especies
vegetales acuaticas

Los resultados de remocion de Cd por S. auriculata
fueron comparados con los resultados de distintas
plantas acuaticas expuestas a las mismas soluciones
que la presente investigacion (Tabla 3).

Los porcentajes de remocion de S. auriculata, son
menores en ciertas plantas como es el caso de Azolla
vy Limnocharis, en cambio, en Eichhornia, Lemna
gibba vy Pistia stratiotes los porcentajes de remocion
son mayores que en nuestra planta en estudio.

Discusion

Los resultados de remocion de Cd por Salvinia
auriculata registraron valores de hasta 64.1% en el
tratamiento T1 con 0.25 mg/L de Cd. No obstante,
todas las concentraciones implementadas en este
trabajo tuvieron una reduccion de Cd de mas del
53.8%, valor que refleja la eliminacion de 1.08 mg/L
de cadmio en la solucion del tratamiento T4, debido a

100
90
80|
70+

60 ]\ 2

50 -

I

40

Remocion Cd (%)

30

20

o T T T T
il T2 T3 T4

Tratamiento

Figura 4. Concentracion de Cd en Salvinia auriculata expuesta
a diferentes concentraciones de Cd ( TO= 0 mg/L, T1= 0,25
mg/L, T2= 0,5 mg/L, T3= 1 mg/L, T4= mg/L). Los resultados
se presenta como promedio + de desviacion estandar. Letras
diferentes indican que existe diferencias significativas (p<
0.05)

Figura 5. Porcentaje de remocion de Cd por Salvinia
auriculata expuesta a diferentes concentraciones de Cd
(T0O=0 mg/L, T1= 0,25 mg/L, T2= 0,5 mg/L, T3= 1 mg/L,
T4= 2 mg/L). Los resultados se presentan como promedio
+ desviacion estandar. Letras iguales indican que no existe
diferencias significativas (p< 0,05).
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que las concentraciones pasaron de 2 a 0.92 mg/L Cd.
Los porcentajes de remocion mencionados superan
a los registrados en Azolla sp., un helecho acuatico
que fue expuesto a las mismas concentraciones y
periodos similares que S. auriculata en el presente
experimentd; sin embargo, dicha especie logro
remover por debajo del 50% de Cd en las soluciones
(Pernia et al., 2016). Por otra parte, Salvinia
herzogii, especie de la misma familia y género que
S. auriculata, presentd una remocion relativamente
similar alcanzando valores de 58% en soluciones con
6 mg/L Cd (Suiie, Sanchez, Caffaratti & Maine, 2007).
Salvinia auriculata presenta resultados de remocion
de Cd eficientes para la purificacion de aguas
contaminadas con este metal. Sin embargo, se ha
reportado porcentajes mayores de remocion de
cadmio en diferentes especies del género Salvinia
(Maine et al., 2001; Olguin et al., 2002) (Tabla 1).
Otras especies acuaticas como Lemna gibba con un
84.80% de remocion (Verma & Suthar, 2015), o Pistia
stratiotes con 86.6% de remocion (Maine et al., 2001);
(Tabla 3). Cabe recalcar que las especies mencionadas
estuvieron expuestas a un periodo de tiempo mas
largo, lo cual pudo influir en la mayor eficacia de
remocion.

A pesar de los considerables valores de remocion, no
se logro llegar a concentraciones por debajo del limite
maximo permisible segln la legislacion ecuatoriana,
donde el TULSMA (2015), establece que en aguas
dulces frias o calidas el limite es 0.001 mg/L Cd y
en aguas marinas y de estuarios es 0.005 mg/L Cd.
Sin embargo, vale recalcar que las concentraciones
iniciales de cadmio con las que se implemento6 el
bioensayo, no son valores que se han registrado en
estudios de rios del Ecuador (Ramirez-Prado et al.,
2016; Pernia et al., 2018; Mero et al., 2019).

Con respecto al efecto del Cd sobre la morfologia de
S. auriculata, Gnico resultado cualitativo del presente
trabajo, al igual que Wolff et al. (2012), los registros
fotograficos expusieron respuestas morfoldgicas
evidentes a pocos dias de exposicion al Cd (Figura
1). En los tratamientos T1, T2, T3 y T4 presentaron
clorosis comenzando desde el borde hacia el
centro de la hoja. La clorosis puede estar asociada
a la deficiencia de hierro, uno de los nutrientes

principales que anula el Cd, o por inhibicion de la
sintesis de clorofila, este efecto también ha sido
referenciado como biomarcador de fitotoxicidad al Cd
(Mongkhonsin, Nakbanpote, Meesungnoen & Prasad,
2019; Pernia et al., 2008; Wilkins, 1978).

Por otro lado, en el tratamiento de 2 mg/L Cd, se
observo necrosis parcial en el haz de la hoja, lo que
podria representar un dafo celular, también se observo
deterioro de tricomas, lo cual pudo ser ocasionado
por un colapso frente a las altas concentraciones de
Cd. Por ultimo, se observo ondulaciones marginales a
partir de T1, lo que se apreci6 mas evidentemente a
mayor concentracion. Este efecto pudo ser provocado
por cierta contraccion del tejido de la lamina como
efecto del dano a nivel celular. Ademas de estos
efectos, no se observo crecimiento de los brotes, por
lo que pareciera que hubo inhibicion del crecimiento
y de la reproduccion.

A pesar de los sintomas de toxicidad en la morfologia
de la hoja del helecho, S. auriculata logréo remover
hasta un 1 mg/L de cadmio en agua contaminada.

Por otra parte, los resultados del efecto en la
biomasa de S. auriculata, a causa de la exposicion
al Cd, presentaron disminuciones significativas de
hasta el 72.7% en la solucion con 2 mg/L Cd. En el
tratamiento T1 (0.25 mg/L Cd) se presenté una
reduccion de 33.3%, este valor es menor al registrado
por Wolff et al. (2012), donde se expuso S. auriculata
a 1 pymol/L Cd (equivalente a 0.18 mg/L) y se obtuvo
una reduccion del 49.5% de la biomasa de las hojas
flotantes y 72.4% en la hoja sumergida. De igual
manera, L. gibba presentd mayores porcentajes de
reduccion de biomasa en menores concentraciones
de Cd. La especie expuesta a 0.1 mg/L tuvo una
disminucion del 83% en su biomasa (Megateli et al.,
2009). Los mayores porcentajes de reduccion en las
especies mencionadas podrian estar relacionados con
el mayor tiempo de exposicion, debido a que estas
plantas tuvieron un periodo de 10 dias de exposicion
en comparacion con los 8 dias de S. auriculata.

La reduccion de la biomasa en especies vegetales
sometidas a la exposicion a cadmio ha sido descrito
como efecto indirecto ante la interferencia con la

Tabla 3. Resultados de remocion de Cd por plantas acuaticas expuestas a las mismas concentraciones que S. auriculata

Cd (mg/L)
0,25 0,5 1 2 Referencia

S. auriculata 64.1% 56% 55.7% 53.8% La presente investigacion
Azolla 46.3% 29.2% 30% 0% (Pernia et al., 2016)
Eichhornia 100% - (Pernia et al., 2016)
Limnocharis 30% - (Pernia et al., 2016)
Lemna gibba 84.80% (Verma & Suthar, 2015)
Pistia stratiotes 63% 65% (Maine et al., 2001)
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toma de nutrientes (Nedjimi, 2018; Pernia et al.,
2008) o también se puede interpretar como estrategia
de defensa ante la absorcion al cadmio.

Otro sintoma de toxicidad observado como resultado
de la exposicion a Cd fue la disminucion del
crecimiento de las hojas de S. auriculata. El resultado
mas elevado se observo en la solucion con 2 mg/L
de Cd. Este efecto puede ser causa de la inhibicion
que genera el Cd en el desarrollo de las plantas a
consecuencia de su efecto sobre la hormona del
crecimiento (Phetsombat et al., 2006), como también
en la inhibicion del alargamiento celular, metabolismo
y fotosintesis (Mongkhonsin et al., 2019).

Tanto los resultados de la biomasa como el crecimiento,
reflejan que S. auriculata posee una baja tolerancia
ante la toxicidad del Cd acumulado en sus tejidos. Para
mayor sustento de esta hipotesis se calculd el indice
de tolerancia. Los resultados, tomando al control
como 100%, presentaron la misma tendencia que la
biomasa, los valores fueron decrecientes a medida
que la concentracion de Cd era mas alta, el valor
menor se genero en el tratamiento T4 con un indice
del 27.27 % de tolerancia. Estos valores son muchos
menores a los reportados por otras especies, como
es el caso de Limnocharis con un indice de tolerancia
de 116.46 %, y de Eichhornia con 123.57% (Pernia
et al., 2016). Las plantas mencionadas poseen un
tamano significativamente mayor a S. auriculata, es
posible que esta caracteristica haya influenciado en
los indices de tolerancia.

Con respecto al pH, se conoce que en condiciones
acidas los metales pesados se encuentran con
mayor movilidad y biodisponibilidad (Legha, 2018;
Martorell, 2010), pero por otra parte, Verma & Suthar
(2015) mencionan que, aplicando de igual manera
una especie vegetal acuatica, hay una mayor tasa de
remocion de Cd en condiciones acidas especificamente
entre pH 5y 7. En este experimento, se presencio
los dos casos, el pH disminuyé entre 3.99+0.09 y
5.18+0.59, en condiciones ambientales, inclusive en
el control (T0), debido a esto el metal se encontraba
en alta biodisponibilidad y como consecuencia
la planta presenté varios dafos fitotoxicos, sin
embargo, logréo remover hasta el 64% de Cd en el
tratamiento con menor concentracion (0.25 mg/L).

En lo que respecta a acumulacion, S. auriculata
supero los valores registrados en Limnocharis flava
(817.3+112.2 mg/kg Cd en raices), a pesar de que
esta especie es de mayor tamano (Pernia et al.,
2016). Sin embargo, no logro superar los valores
registrados por otros autores en especies de Salvinia,
como es el caso de Phetsombat et al. (2006), quienes
reportaron una acumulacion de 1636 mg/Kg en las
raices de Salvinia cucullata expuesta a 4 mg/L Cd.

Esta mayor acumulacion puede estar en funcion de
la exposicion a mayor concentracion del metal, como
también, que los valores son los encontrados en la

raiz de la especie, y como se conoce ampliamente, la
raiz generalmente acumula mayores concentraciones
de metales pesados en comparacion a los demas
organos de la planta, lo cual, no puede validar que S.
cucullata es mayor acumuladora que S. auriculata.
En el caso de S. minima, se observé una potencial
acumulacion de 11.262 mg/kg Cd en una solucion con
4 mg/L Cd por 120 horas de exposicion (Olguin et
al., 2002). Este experimento se mantuvo controlado
a pH 7, lo que pudo haber influido en la alta tasa
de acumulacion, debido a que segun Verma & Suthar
(2015), este valor es el optimo para la acumulacion
de Cd en plantas.

En este estudio el FBC fue mayor que el registrado por
Phetsombat et al. (2006), donde S. cucullata presentd
un FBC de 492.1, mientras que en el presente
trabajo S. auriculata logré6 un FBC de 564.13, las
especies mencionadas estuvieron expuestas a la
misma concentracion y periodo. Por otro lado, el
FBC reportado en S. minima es superior, los valores
alcanzan 2.718 para concentraciones de 4 mg/L
(Olguin et al., 2002).

Cabe indicar que el FBC mencionado en S. auriculata
es el menor de todos los tratamientos, los valores
mas altos se encontraron en concentraciones de
0.25, 0.5y 1 mg/L Cd, a 2 mg/L Cd el FBC se redujo
significativamente. El mismo escenario se presentd en
Azolla caroliniana, Eichhornia crassipes, y Limnocharis
flava (Pernia et al., 2016). Esto podria advertir que
la acumulacion de Cd en las especies citadas y en
S. auriculata, comienza a decaer significativamente
a partir de 2 mg/L como consecuencia de la alta
toxicidad a esta concentracion.

Los resultados del presente trabajo de investigacion
sugieren un doble uso para esta especie. Los varios
y evidentes efectos del Cd en S. auriculata hacen a
la especie una candidata potencial para el monitoreo
de este metal en agua. Por otro lado, los resultados
de remocion, acumulacion y FBC de Cd exponen a S.
auriculata como especie fitorremediadora de este
metal.

Conclusiones

La presente investigacion ademas de evidenciar
el potencial de remocion de cadmio en Salvinia
auriculata, también logré mostrar la respuesta ante
la exposicion al Cd en diferentes enfoques como
biomasa, crecimiento, morfologia, tolerancia y el
nivel de acumulacion de Cd en su tejido.

S. auriculata presentd afectaciones en su biomasa,
crecimiento, tolerancia y morfologia en todos los
tratamientos, la gravedad de estos efectos estuvo en
funcion de la concentracion de Cd. Esto podria reflejar
que inclusive en las concentraciones mas bajas (0.25
mg/L Cd) la especie no desarrolld6 mecanismos de
defesa. A pesar de dichos efectos, logro altos valores
de acumulacion y remocion de Cd.
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El presente estudio demuestra que, a mayor
concentracion inicial de cadmio, mayores seran las
tasas de acumulacion en S. auriculata.

Tomando de referencia el concepto de
fitorremediacion, S. auriculata se identifica como
especie hiperacumuladora de cadmio. Ya que, su
acumulacion es mayor a 100 mg/ Kg PS y posee un
FBC por encima de 1.

Recomendaciones

Mediante el analisis de los datos obtenidos y la
informacion recopilada en el presente estudio se
procede sugerir lo siguiente:

Salvinia auriculata se puede recomendar como especie
potencial para el empleo en fitorremediacion de agua
contaminada con Cd. No obstante, es probable que el
potencial de remocion de cadmio sea mas eficiente en
concentraciones no mayores a 2 mg/L.

Su cultivo en bajas concentraciones de Cd requiere
control, debido a que podria presentar sobrepoblacion
por sus antecedentes como especie invasora. En altas
concentraciones se debe establecer un periodo corto
de cosecha debido a que los efectos morfoldgicos en
la especie se presentan a pocos dias y pueden causar
eutrofizacion en los cuerpos de agua.

Su disposicion final demanda una adecuada cosecha
y su biomasa puede ser utilizada como fuente de
energia renovable o en su defecto debe ser incinerada
e inmovilizada.

En vista de los resultados favorables, se sugiere

realizar mas investigaciones con S. auriculata para su
aplicacion en fitorremediacion de metales pesados.
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Resumen

Los estudios sobre ecologia tréfica permiten comprender las funciones que cumplen las especies
y el impacto que podria tener su desaparicion o disminucion en el ecosistema. Se analizaron 155
estomagos de Ariopsis guatemalensis obtenidos del Estero Salado de Guayaquil, se determiné
el indice de replecion, la importancia relativa de las presas (%lIR), la estrategia alimenticia
(indice de Levins y método grafico de Amundsen et al) y el nicho tréfico (TROPH) para ambos
sexos; las hembras fueron clasificadas en 4 intervalos de tallas para determinar la diferencia en
la dieta. Las hembras presentaron el 83 % de los estdbmagos llenos, mientras que, en los machos
el 73 % se encontraron vacios por eventos de maduracion gonadal e incubacion oral. En total
se identificaron 18 items presas, siendo Penaeus vannamei (35,3 %) y Goniopsis sp. (32 %) las
presas mas importantes. Para las hembras Pvannamei 'y Goniopsis sp fueron las presas de mayor
importancia y en machos lo fueron Goniopsis sp. y huevos de decapodos. Las tallas en hembras
demostraron similitud (r = 0,58) en la dieta, siendo P. vannamei, Goniopsis sp. y Ocypodidae sp. las
mas importantes de manera general; las demas presas son consumidas proporcionalmente evitando
la competencia intraespecifica. El método TROPH determind que A. guatemalensis es una especie
carnivora de segundo y tercer nivel trofico, con estrategia de alimentacion mixta para ambos
sexos, siendo las hembras especialistas para P. vannamei y Goniopsis sp. y en machos Goniopsis sp.
y huevos de decapodos (Ba<0,6).

Palabras claves: Ariidae, Ariopsis, ecologia trofica, estrategia alimenticia, Penaeus vannamei.

Abstract

Studies on trophic ecology allow to understand the role that each species fulfill and the impact
that their disappearance or population decrease could have on the ecosystem one hundred fifty-
five stomachs of Ariopsis guatemalensis obtained from the Salado Estuary of Guayaquil were
analyzed, to determine the Fullness Index, Index of Relative Importance of prey (%IRl), feeding
strategy (Levins Index and Graphical Amundsen et al Method) and trophic levels (TROPH) for both
sexes. Females were classified in four size intervals to determine the difference in diet. Females
presented 83% of full stomachs, while 73% males were empty due to gonadal maturation and
oral incubation events. In total, 18 prey items were identified, Penaeus vannamei (35.3%) and
Goniopsis sp. (32%) being the most important prey. For females, Pvannamei and Goniopsis sp.
were the most important prey and in males, were Goniopsis sp. and decapod eggs. Different
female sizes showed similarity (r > 0.58) in diet, with P. vannamei, Goniopsis sp. and Ocypodidae
sp. being the most important in all sizes; while other preys are proportionately consumed, without
intraspecific competition. The TROPH method determined that A. guatemalensis is a carnivorous
species of second and third trophic level, with mixed feeding strategy for both sexes, being females
specialized in P. vannamei and Gonipsis sp; and males Goniopsis sp. and decapod eggs (Ba <0.6).
Keywords: Ariidae, Ariopsis, trophic ecology, feeding strategy, Penaeus vannamei.
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Introduccioén

El sistema de estuario es el ecotono entre el ambiente
marino y de agua dulce, este ecosistema alberga
una cantidad importante de ictiofauna que reside
de manera permanente o temporal dependiendo
de sus necesidades bioldgicas. La abundancia y
estacionalidad de las especies esta influenciada por
las fluctuaciones de los parametros fisicos-quimicos
(temperatura, salinidad, turbidez, oxigeno disuelto,
entre otros) y bioldgicos (vegetacion, depredacion
y competencia interespecifica) (Moyle & Cech,
1996). Los estuarios concentran altas cantidades de
nutrientes en su mayoria detritus que es aportado
por los manglares y otra vegetacion circundante,
estos nutrientes son acumulados y puestos a
disposicion para dar inicio a la red trofica. Ademas,
es el causante de sostener grandes abundancias de
peces con importancia comercial (Moyle & Cech,
1996), tanto asi, que Houde & Rutherford (1993)
estiman que el 8% de la captura de los peces marinos
proviene de los estuarios. El Golfo de Guayaquil es
el ecosistema de estuario mas grande del Pacifico
Sudamericano con una extension de 12,000 km2
(Cucalén, 1983). El interior del Golfo esta dividido
en dos subestuarios; al sureste el estuario de Churute
influenciado por el rio Churute y Taura, y al noroeste
el Estero Salado que recibe aportes de agua dulces
por descargas residuales de la ciudad de Guayaquil
(Twilley et al., 2001). Historicamente el Estero Salado
ha otorgado variedad de recursos pesqueros a las
comunidades riberefias sustentando la economia de
estos habitantes (Pritchard, 1967); sin embargo, la
mayoria de estos recursos no estan siendo manejados
y regulados adecuadamente (CEPLAES, 1987). Los
estudios sobre ecologia trofica son necesarios para
comprender las funciones e interacciones biologicas
que cumplen las especies en su ecosistema (Glass
& Watts, 2009). Estos se han centrado en analizar
el rol ecolégico que desempena dicha especie
(posicion trofica); el impacto provocado por su
ausencia (amplitud de nicho tréfico) y sus probables
competencias por alimento (traslape trofico) (Torres,
2011). El conocimiento generado ha sido utilizado por
instituciones pesqueras para predecir el impacto que
tendria el ecosistema por la ausencia o disminucion de
especie comercial; de esta forma generar métodos de
manejo y regulacion de sus pesquerias (Csirke 1989;
Agudelo et al. 2011). Los bagres de la familia Ariidae
son un recurso pesquero con alto valor econdémico
y ecologico para los ecosistemas estuarinos de todo
el mundo (Devlin & Nagahama, 2002; Marceniuk &
Menezes, 2007). Barriga (2011) menciona la existencia
de 14 especies para la zona intermareal costera de
Ecuador, siendo las especies Notarius planiceps,
Cathorops dasycephalus, Occidentarius playpogon,
Bagre pinnimaculatus, Ariopsis seemani y Ariopsis
guatemalensis las especies capturadas en el Estero
Salado de Guayaquil (Castro, 2017). La mayoria de las
especies nombradas carecen de estudios biologicos,
ecologicos y pesqueros que determinen su estado
poblacional y su correcta regulacion para un buen
manejo y explotacion.

El bagre lisa (A. guatemalensis) es una especie
representativa de la costa este del océano Pacifico, se
distribuye desde Baja California hasta Peru (Melchor,
1980; Herrera, Saa, Ferreyros, Coello & Solis, 2017;
Froese & Pauly, 2019a). Es considerada una especie
carnivora de segundo y tercer orden, depredando
principalmente  peces, decapodos, insectos,
moluscos, y en menor grado isopodos, anélidos,
detritus y materia vegetal (Yanez-Arancibia, Curiel-
Gomez & Yanez, 1976; Yanez-Arancibia, 1977). Las
hembras alcanzan su madurez a los 18 a 20 cm LT y
los machos a los 20 a 22 cm LT, las hembras presentan
dimorfismo sexual en los radios de la aleta pélvica que
se tornan carnosos en la época reproductiva, mientras
que, los machos desarticulan su region hioidea para
ampliar su boca e incuban los huevos fertilizados. La
reproduccion comienza en los meses que se registran
precipitaciones (Yanez-Arancibia, 1977; Burns &
Ramirez, 1990).

Para Ecuador no se han generado estudios ecologicos
para el bagre lisa (A. guatemalensis) a pesar de ser
una especie explotada por la pesqueria artesanal del
Estero Salado de Guayaquil. Por consiguiente, este
trabajo de titulacion tiene el objetivo de analizar el
contenido estomacal de A. guatemalensis en el Estero
Salado, para que sirva de informacion en la regulacion
y buen manejo de su pesqueria, de igual forma, tener
idea del impacto que generaria la disminucion y
desaparicion de esta especie en su ecosistema.

Materiales y Métodos

Obtencion de las muestras y fase de laboratorio

Las muestras fueron capturadas en los meses de abril
y mayo del 2019 en los esterillos de Puerto Hondo con
ayuda de los pescadores artesanales. Los individuos
obtenidos fueron pesados con una balanza digital
LCD con precision de 0,01 g y medidos la longitud
total (LT) con un ictiometro convencional (+ 0,1cm).
Posteriormente, cada individuo fue diseccionado
para extraer los estomagos, éstos fueron pesados
con alimento y vacios para asi obtener el analisis de
replecion. Cada item presa del contenido estomacal
fue separado, pesado y contado, luego fijado en formol
al 10% para su identificacion al grupo taxonémico mas
bajo.

Se utilizaron claves taxondmicas segun la escala de
digestion propuesta por Olson & Galvan-Magaia
(2002). Para camarones y cangrejos se utilizo la guia
de identificacion de especies para fines de pesca (FAO,
1995); para peces, Chirichigno (1980); Rosas, Loor,
Avila & Pincay (2016); Froese & Pauly (2019b); para
insectos e isopodos, Sociedad Entomologica Aragonesa
(SEA, 2019).

Analisis de datos

Composicion de tallas

Se efectud aplicando un histograma de distribucion de
talla (LT) para hembras y machos aplicando la regla
de Sturges (Daniel, 2002). Se determind diferencias
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significativas en la talla para el sexo aplicando la
prueba de t-student (p = 0,05), por motivos de
ausencia de normalidad y homocedasticidad.

indice de replecién estomacal (IR)

Se expres6 de la siguiente manera; IR = Peso del
contenido estomacal (g) * 100 / peso del pez (g). Se
considero la escala propuesta por Franco & Bashirullah
(1992); esta indica que IR < 0,5 estomago vacio, IR =0,5
y < 1,0 estdmago semilleno, IR > 1,0 estomago lleno.

Curva de acumulacion

La determinacion del tamano minimo de la muestra se
realizo utilizando la curva de acumulacion de especies,
también conocida como curva de rarefaccion basada
en una muestra. El analisis consiste en aumentar el
nimero de estomagos hasta que la curva llegue a la
asintota validando el niUmero de estomagos requeridos
para el analisis de contenido estomacal (Colwell, Chang
& Chang, 2004). La curva se empled utilizando el
programa PAST 3.15 (Hammer, Harper & Ryan, 2001).

Composicion trofica

Se utilizo el método gravimétrico (%P), que consiste en
cuantificar el peso de una presa / el peso de todas las
presas * 100, y el método de frecuencia de aparicion
(%FA) que se fundamenta en contar el nimero de
estomagos de un item presa / el total de estomagos
con alimento * 100 (Hyslop, 1980). Posteriormente,
se procedi6 a determinar la importancia de los items
presas, empleando el indice de importancia relativa
IIR= (%FA * %P) / 100, propuesto por Yanez-Arancibia et
al., (1976). Los rangos de 0 a 10 % demuestran grupos
troficos de importancia relativa baja, de 10 a 40 %
grupos secundarios y 40 a 100 % grupos de importancia
alta.

Elindice de importancia relativa se analiz6 para hembras
y machos; ademas, para las hembras se clasifico en 4
grupos de tallas (talla | 21 - 25 cm LT, talla Il 25 - 29
cm LT, talla Il 29 - 33 cm LT, talla IV 33 - 37 cm LT),
para determinar diferencias entre las tallas se utilizo la
prueba de H-Kruskal Wallis y un analisis de similitud de
Bray Curtis. Los machos no fueron clasificados debido
al alto numero de individuos sin contenido alimenticio.

Amplitud de nicho troéfico

Para conocer la amplitud trofica se aplico el indice de
Levins (1968), estandarizado por Hespenheide (1975)
(Ecuacion 1).

1 5 B -1
S _
Ly 4

Ecuacion 1. Donde:
B es la medida de Levins;
B, la medida de Levins estandarizado;
p, es la proporcion que contribuye cada presa a
la dieta;
n es el nimero de presas consumidas.

B

n—1

Valores de Ba por menores de 0,6 son considerados
especies con estrategia especialista, es decir, que son
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selectivos para ciertos grupos de presas; valores >0,6
son considerados especies generalistas consumiendo
un mayor espectro de presas en igual proporcion
(Labropoulou & Eleftheriou 1997).

Ademas, se utilizd el método grafico propuesto por
Amundsen, Gabler & Staldvik (1996) que consiste
en relacionar la frecuencia de aparicion (%FA) y el
peso de cada item presa identificado. Este método
permite determinar la importancia de las presas,
estrategia alimentaria y el comportamiento tréfico de
la poblacion.

Nivel tréfico
La asignacion del nivel trofico del bagre lisa se
determiné con la formula desarrollada por Pauly,
Froese, Sa-a Ps, Palomares & Cristensen, (2000)
(Ecuacion 2), que considera la composicion de la dieta
y el nivel trofico (TROPH) de cada presa.

G

TROPH;=1+ }» DCy « TROPH;

i=1
Ecuacion 2. Donde:
DCU.= Representa la fraccion de la presa j en la
dieta de i.
TROPH = Posicion trofica de la presa j
G= Numero de presas en la dieta

Los resultados fluctGan entre 1y 5, valores iguales y
por debajo de 2 corresponden a especies herbivoras
y detritivoras, valores por encima de estos son
considerados carnivoros, omnivoros y acercandose a 5
son predadores topes (Pauly et al., 2000).

Resultados

Se obtuvieron 155 individuos de bagre lisa (A.
guatemalensis), las hembras representaron el 66,4 %
y los machos 33,6 % del total.

Composicion de tallas

La distribucion total oscilé de 21 a 36 cm LT, las
hembras presentaron mayor rango de que los machos.
Los intervalos de tallas de 23 - 28 cm LT obtuvieron
la mayor frecuencia para hembras y machos
constituyendo el 67,0 % y 73,0 % respectivamente
(Figura 1). La media de los machos fue de 26,5 +
2,8 cm LT las hembras 26,9 cm + 3,49 cm LT, no se
evidenciaron diferencias significativas (t = 0,78; p =
0,43) en la LT por sexo.

30

N
a

BHembras

Frecuencia absoluta
5

21-22 2324 2526 27-28 29-32 3132

Longitud total (LT cm)

33-34 3536

Figura 1. Distribucion de tallas en hembras y machos de A.
guatemalensis capturadas durante abril y mayo del 2019 en
Puerto Hondo.
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Figura 2. indice de replecion estomacal para hembras y
machos de A. guatemalensis capturadas en abril y mayo del
2019 en Puerto Hondo.

indice de replecién estomacal

De los 103 estomagos analizados de hembras el 83,0 %
estuvieron llenos, 11,0 % vacios y el 6,0 % semillenos.
Los machos por su parte el 73,0 % estuvieron vacios,
el 21,0 % llenos y el porcentaje restante estuvieron
semillenos (Figura 2).

Curva de acumulacion

Las hembras alcanzaron la asintota en el individuo
80, siendo la cantidad de individuos muestreados los
adecuado para describir los habitos alimenticios; sin
embargo, los machos no alcanzaron la asintota (Figura 3).

Composicion tréfica y amplitud de nicho

Se encontraron 18 item presas, Goniopsis sp. presento
la mayor frecuencia de aparicion y Penaeus vannamei
el mayor porcentaje en peso. Estos dos items fueron
los mas importante en la dieta, obteniendo para P
vannamei 35,3 % y Goniopsis sp. 32,0 % de IIR (Tabla 1).

Composicién tréfica por sexo

Se identificaron 18 item presas para hembras y 11 para
machos. Los mayores porcentajes de |IR en hembras lo
presentaron P. vannamei (44,3 %), Goniopsis sp. (26,8
%) y Ocypodidae sp. (8,4 %); sin embargo, para los
machos el segundo item mencionado fue el de mayor
porcentaje con el 43,4 %, seguidos de huevos de

Ba=0,14 Ba=0,26
100%
80% Otros.
= MONI
0% wHaemulidae sp
— =M. Vegetal
= Grapsidae sp
4 50% uRestos de peneidos
X = Huevos de decapodos
40% = Restos de cangrejo
=Ucasp
30% Eutremeus sp
= Ocypodidae sp
20% = Goniopsis sp
= Penaeus vannamei
10%
0%
Hembras Machos

Figura 4. indice de importancia relativa (%IIR) para hembras
y machos de A. guatemalensis capturadas durante abril y
mayo del 2019 en Puerto Hondo.

HEMBRAS

items presas

—

MACHOS

Numeros de estébmagos

Figura 3. Curva de acumulacion para hembras y machos de
A. guatemalensis.

cangrejos (23,99 %) y Grapsidae (6,86 %). El indice de
Levins determino que las hembras y machos exhibieron
baja amplitud de nicho troéfico catalogandolos como
consumidores especialistas (Figura 4).

Composicion tréfica por tallas en hembras

Las tallas presentaron diferencias significativas (p =
< 0,001). P. vannnamei, Goniopsis sp. y Ocypodidae
sp presentan los mayores porcentajes de IR en
todas las tallas, con excepcion de Ocypodidae en la
talla 3 que fue remplazada por materia vegetal, los
peces son consumidos desde la talla 2 en adelante.
El analisis de Bray-Curtis indicé similitud en la dieta,
siendo las tallas 1-2 las que presentaron mayor
similitud, mientras que, las tallas 1-4 demostré la
menor similitud. El indice de Levins fue menor que

Ba=0,22 Ba=0,21 Ba=0,15 Ba=0,36

100
0 .
80 |
aotros
70 = Eutromeus sp
o alt vegeta
= Huevos de decapodos
50 = Restos ce cangreio
© “veasp
= Ocypocidse sp
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» = Pormous vamamei
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Talla 1 (21-25 cm) Talla 2 (25-29 cm) Talla 3 (29-33 cm) Talla 4 (33-37 cm)
oss
0%
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o
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Figura 5. Indice de importancia relativa, indice de Levins y
andlisis de similitud de Bray - Curtis para rangos de tallas de
hembras de A. guatemalensis.
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Tabla 1. indice de Importancia Relativa de los componentes alimenticios identificados para A.guatemalensis durante abril y

mayo del 2019 en Puerto Hondo.

items presas %FA %P %IIR
Decapoda Penaeidae Penaeus vannamei 19,81 26,78 35,36
Portunidae Callinectes sp. 2,83 0,49 0,09
Ocypodidae Uca sp. 7,55 3,98 2,00
Ocypodidae sp. 17,92 8,32 9,94
Grapsidae Goniopsis sp. 26,42 18,21 32,05
Grapsidae sp. 8,49 4,77 2,70
Isopoda Cymothoidae Cymothoidae sp. 3,77 0,24 0,06
Perciforme Haemulidae Haemulidae sp. 3,77 2,07 0,52
Clupeiforme Dessumieriidae Eutremeus sp. 5,66 12,06 4,55
Orthoptera Orthoptera sp. 4,72 1,03 0,32
Diptera Diptera sp (larva) 3,77 0,12 0,03
OTROS Huevos de decapodos 6,60 11,32 4,98
Restos de camardn 13,21 1,88 1,65
Restos de cangrejo 17,92 2,00 2,39
Restos de aves 2,83 1,52 0,29
Restos de peces 2,83 0,22 0,04
Materia vegetal 10,38 1,48 1,03
MONI* 8,49 3,51 1,99
* Materia organica no identificada
0,6 en todas las tallas demostrando especialidad en
sus dietas (Figura 5).
> Eyannamei, HEMBRAS El método grifico determiné que las hembras y
* machos presentan estrategia de alimentacion mixta,
w2 o es decir, individuos con dieta especialista y otros
® .G"""””'s 2P con dieta generalista, incluso presas consumidas
. 2 - ocasionalmente (huesos de aves, isopodos, larva de
& 1 . . diptera y orthopteras). Las hembras son especialistas
g : te 2 para P Yannamei y Goniopsis,sp. y los. machos para
& o T o ne = w  & Goniopsis sp. y huevos de decdpodos (Figura 6).
=
E
3 ® Huevos de decdpodos o MACHOS Nivel trofico
: 2 . G"':’"p“s sP Los valores de TROPH para el bagre lisa (A.
2 35 guatemalensis) fueron de 3.53 para hembras y 3.54
o para machos, considerandola como especies carnivora
4 . de segundo y tercer grado trofico.
10 * . .z
; . . Discusion
L]
L] g T
0 5 1 15 2 23 0 35 4 Elalto porcentaje de estdbmagos vacios en los machos se
Frecuencia de aparicion (%) debe a procesos de incubacion oral de huevos y larvas
que se encontraron en los individuos capturados, esto
impide el ingreso del alimento. Para el Bagre marinus
se ha evidenciado este mismo proceso encontrando

Figura. 6. Estrategia de alimentacion para A. guatemalensis
utilizando el método grafico de Amundsen et al., (1996)
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estomagos vacios durante el proceso de incubacion
oral y maduracion de las gonadas (Mendoza-Carranza,
Romero-Rodriguez,  Segura-Berttolini, Ramirez-
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Mosqueda & Arévalo-Fias, 2012). Galvis (1983);
Kobelkowsky & Castillo-Rivera (1995) mencionan que
la ausencia de alimento durante la incubacion oral es
causada por la reduccion en el diametro del intestino
y del estbmago que impide su ingreso.

Los items alimenticios encontrados y la importancia
relativa de P vannamei y Goniopsis sp., coinciden
con los estudios de Yanez-Arancibia (1977) y Melchor
(1980) para A. guatemalensis, que establecieron la
presencia de peces, camarones, cangrejos, jaibas,
moluscos, insectos, anélidos, nematodos, copépodos,
ostracodos, poliquetos, isopodos, anfipodos, poriferos,
detritus y materia vegetal en su contenido estomacal,
siendo los peces, camarones, cangrejos y detritus las
presas de mayor importancia. La ausencia de varios
items alimenticios puede deberse a las variaciones
fisico-quimicas locales (e.g. salinidad y temperatura),
la edad del pez y la estacion del afio que influyen en
la presencia y disponibilidad del alimento (Yanez-
Arancibia, 1977). Asimismo, las presas identificadas
coinciden con otras especies de Ariidae, Bagre marinus
(Hernandez-Morales et al., 2018), Ariopsis seemanni
(Sands 1998; Gaxiola-Sarmiento et al., s.f), Ariopsis
sp., (Olaya-Nieto et al., 2012; Sandoval-Londono et
al., 2015), Cathorops melanopus (Mojica, 2007),
Sciades herzbergii (Giarrizzo & Sait-Paul, 2008).

La diferencia en la cantidad de items alimenticios
entre machos y hembras seria resultado del bajo
numero de individuos machos que presentaron
alimento en sus estomagos, esto impidié determinar
el adecuado espectro alimenticio. Por otra parte,
la diferencia en la importancia de los items
alimenticios podria relacionarse a los requerimientos
nutricionales que necesiten ambos sexos. La presa
P. vannamei le provee a las hembras cantidad de
proteina y lipidos para el desarrollo de sus gonadas
y el gasto energético en su reproduccion (Wootton,
1985; Ramirez et al., 2010; Ezquerra-Brauer, Bringas-
Alvarado, Burgos-Hernandez & Rouzaud-Sandez,
2004); no obstante, para los machos los huevos de
decdpodos serian su fuente de energia, evitando la
competencia intraespecifica entre sexo.

Los intervalos de tallas en hembras mostraron
similitud en los items presas, siendo P. vannamei,
Goniopsis sp. y Ocypodidae las presas mas
importantes en todas las tallas; sin embargo, el
consumo proporcional y racional de los otros items
alimenticios evita la competencia intraespecifica
entre tallas (Murie, 1995). Este comportamiento
concuerda con el bagre S. herzbergii que se ha
demostrado solapamiento en la alimentacion sin
competencia durante la ontogenia (Garrizzo & Sait-
Paul 2008).

El bagre lisa (A. guatemalensis) presento estrategia
de alimentacion mixta para ambos sexos, las
hembras manifiestan especiacion para P. vannamei
y Goniopsis sp. y los machos para Goniopsis sp. y
huevos de peneidos; esta estrategia concuerda
con los analizado para S. herzbergii (Garrizzo &

Sait-Paul, 2008). Por ultimo, A. guatemalensis fue
determinada como una especie carnivora de segundo
y tercer nivel trofico depredando frecuentemente P,
vannamei y Goniopsis sp. este nivel trofico concuerda
con Yanez-Arancibia (1977) y Melchor (1980) para A.
guatemalensis en México. Otras especies de Ariidae
también demuestra ser carnivoro por lo que puede
ser un habito alimenticio propio de la familia (Reyes-
Ramirez, et al., 2017; Gaxiola-Sarmiento et al., s.f;
Olaya-Nieto et al., 2012; Sandoval-Londono et al.,
2015; Mojica, 2007; Giarrizzo y Sait-Paul, 2008).

Conclusiones

Los machos presentan estomagos vacios durante el
proceso de incubacion oral de huevos y larvas.

P. vannmaei fue la presa mas importante para las
hembras seguida de Goniopsis sp, mientras que los
machos su presa principal fue Goniopsis sp., seguida
de huevos de decapodos.

P. vannamei, Goniopsis sp., y Ocypodidae sp., fueron
presas preferenciales para todas las tallas analizadas
de hembras; sin embargo, los otros items alimenticios
son repartidos proporcionalmente evitando la
competencia.

A. guatemalensis presenta estrategia de alimentacion
mixta con especiacion en las presas P vannamei y
Goniopsis sp., para hembras y Goniopsis sp y huevos
de decapodos en machos. A. guatemalensis fue
considerada especie carnivora de segundo y tercer
nivel trofico para el Estero Salado de Guayaquil.

Recomendaciones

Aumentar el numero de machos con estomagos
llenos para caracterizar adecuadamente sus habitos
alimenticios.

Seguir con estudios troficos que involucren juveniles
y adultos para observar cambios ontogenéticos en
la dieta; ademas, considerar las dos estaciones del
ano para comprobar la existencia de variaciones
estaciones en la composicion alimenticia.

Analizar aspectos de crecimiento, talla de madurez,
épocas reproductivas y periodos de incubacion oral,
para que sirvan de informacion para un buen manejo
y regulacion de esta especie.
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Resumen

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos etanolicos y cloroformicos de los frutos y
hojas de Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker, una especie endémica de los bosques secos
de la costa de Ecuador, fueron alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenos, esteroles y cumarinas,
mientras que las quinonas, antraquinonas y saponinas estuvieron ausentes. El mesocarpio del fruto
de esta especie presentd contenidos de 9.19 + 0.25 g de carbohidratos totales/ 100 g de peso
seco, 14.90 + 0.30 g de lipidos totales/ 100 g de peso seco y 3.39 + 0.08 g de proteinas totales/
100 g de peso seco, respectivamente. El mayor contenido fendlico fue para el extracto etandlico
de los frutos con 20.82 + 0.87 mg de GAE /g de extracto seco. El mayor contenido de flavonoides
totales fue para el extracto etandlico de los frutos con 134.36 + 0.34 mg de CE/ g de extracto
seco. El extracto etandlico del fruto revelo la mayor capacidad antioxidante con IC,= 1.90 mg/
mL. Todos los extractos evaluados de esta especie, no presentaron actividad antibacteriana contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis subsp. spizizenii y Listeria monocytogenes. En base a estos resultados, los frutos
de C. ecuadorensis se los puede considerar como un suplemento nutricional con un potencial
antioxidante natural.

Palabras Clave: Actividad antioxidante, actividad antibacteriana, Cucurbita ecuadorensis.

Abstract

The secondary metabolites present in the ethanol and chloroform extracts of the fruits and leaves
of Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker, an endemic species of the dry forests of the
coast of Ecuador, were alkaloids, flavonoids, tannins, triterpenes, sterols and coumarins, while
quinones, anthraquinones and saponins were absent. The mesocarp of the fruit of this species
contains contents of 9.19 + 0.25 g of total carbohydrates / 100 g of dry weight, 14.90 + 0.30
g of total lipids / 100 g of dry weight and 3.39 + 0.08 g of total proteins / 100 g of weight dry,
respectively. The highest phenolic content was for the ethanolic extract of the fruits with 20.82
+ 0.87 mg of GAE / g of dry extract. The highest total flavonoid content was for the ethanolic
extract of the fruits with 134.36 + 0.34 mg of CE / g of dry extract. The ethanolic extract of the
fruit revealed the highest antioxidant capacity with IC,; = 1.90 mg / mL. All extracts evaluated for
this species, there is no antibacterial activity against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii and Listeria
monocytogenes. Based on these results, the fruits of C. ecuadorensis can be considered as a
nutritional supplement with a natural antioxidant potential.

Key words: Antioxidant activity, antibacterial activity, Cucurbita ecuadorensis.
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Introduccioén

Las primeras culturas del Ecuador que datan del periodo
preceramico, obtuvieron informacion de manera
empirica sobre los usos alimenticios, medicinales,
toxicos y otras numerosas propiedades bioldgicas
que poseen las plantas. (Naranjo y Escaleras, 1995;
Valencia, 1995; de la Torre, Navarrete, Muriel, Macias
y Balslev, 2008; Torri, 2013).

En las plantas se encuentran muchos compuestos
quimicos producto del metabolismo primario y
secundario, estos son utilizados para insumos
alimenticios por poseer propiedades antioxidantes,
anticancerigenas  antibacterianas, entre otras
(Williams, Stone, Hauck y Rahman, 1989; Lock, 1998;
Cano, Macias, Pereira, Dranguet, Guzman y Calzada,
2009), que son valoradas en la industria farmacéutica,
debido a que permiten desarrollar medicamentos
provenientes de fuentes naturales, capaces de
prevenir o mitigar enfermedades y/o contrarrestar
agentes patogenos en los seres vivos (Naranjo y
Escaleras, 1995; Bingham et al., 1998; Paganga,
Miller y Rice-Evans, 1999; Kuklinski, 2000; de la Torre,
Navarrete, Muriel, Macias y Balslev, 2008).

Actualmente, la medicina tradicional es analizada y
valorada gracias a la importancia de los compuestos
quimicos y las propiedades bioldgicas con potencial
medicinal que nos brindan las plantas (Lock, 1998;
Neill y Ulloa-Ulloa, 2011; Vogelsang, 2011; Quispillo,
2013; Bailon-Moscoso Romero-Benavides, Tinitana-
Imaicela y Ostrosky-Wegman, 2015; Rivas, Oranday
y Verde, 2016).

En el presente estudio se determind la composicion
quimica mediante el tamizaje fitoquimico, la
actividad antioxidante y antibacteriana en extractos
etandlico y cloroformico de Cucurbita ecuadorensis
H.C. Cutler & Whitaker, una especie endémica de los
bosques secos de la costa de Ecuador.

Materiales y métodos

Material biolégico

Los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis fueron
colectados en la parroquia San Vicente, provincia de
Manabi(0°57°49.8”’S, 80°41°41.83”W), en la costa
de Ecuador. La identificacion botanica fue realizada
por el M.Sc. Xavier Cornejo, curador del herbario
GUAY de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad de Guayaquil.

Procesamiento del material vegetal

Del material vegetal se obtuvieron dos tipos de
extractos: etanodlico y cloroférmico. El extracto
etanolico se obtuvo mediante el secado y maceracion
de las hojas y del mesocarpio del fruto de C.
ecuadorensis. Se colocd el material vegetal en un
matraz con etanol al 99%, se dejo en reposo durante
cinco dias, en oscuridad a temperatura ambiente.
Posteriormente, el extracto se concentré6 en un
rotavapor Buchi r-3.

El extracto cloroférmico se obtuvo mediante una
extraccion liquido-liquido, se agregd en un embudo
de decantacion una solucion de extracto etanolico
del material vegetal y cloroformo a relacion 1:1. Se
dejo en reposo durante 24 h, la solucion se separo
en dos fases y se recogio la fase apolar cloroférmica.
Posteriormente, el extracto se concentré6 en un
rotavapor Buchi r-3.

Tamizaje fitoquimico

Se determino la presencia de alcaloides, flavonoides,
quinonas, antraquinonas, esteroides, triterpenos,
saponinas, taninos y cumarinas mediante la metodologia
propuesta por Gudiel (2009) y Rondoén (2017).

Determinacion de alcaloides.
Se agregaron 2 mL de acido clorhidrico al 5% a 10 mg
de extracto seco.

Posteriormente, al extracto diluido se le ahadieron
3 gotas de los reactivos Wagner, Mayer, Bouchardat
y Dragendorff. Un precipitado rojo marron (Wagner),
precipitado de color blanco amarillento (Mayer),
precipitado marrén (Bouchardat) y precipitado rojo
anaranjado (Dragendorff), revela la presencia de
alcaloides.

Determinacion de flavonoides.

Prueba de Shinoda. Se anadieron 3 gotas de acido
clorhidrico concentrado a 2 mL de extracto diluido en
alcohol etilico. La presencia del color naranja, rojo o
magenta revela la presencia de flavonas y flavonoles,
respectivamente.

Prueba de hidroxido de sodio (10%). A 1 mL de
extracto diluido en alcohol etilico, fueron anadidos
3 gotas de hidroxido de sodio al 10%. La coloracion
amarillaroja, café-naranja, purpura-roja o azul,
indica la presencia de flavonas, flavonoles, chalconas
y antocianinas, respectivamente.

Determinacion de saponinas.

Prueba de la espuma. Se agreg6 1 mL de agua destilada
caliente a 20 mg del extracto etanodlico en un tubo de
ensayo, se agito vigorosamente para formar espuma,
se dejo en reposo durante 10 minutos. El contenido
de saponinas se reportd de la siguiente manera: sin
espuma (ausencia); espuma menos de 3 mm de alto
(pobre); espuma de 6 mm de altura (moderada) y
espuma de mas de 8 mm de altura (abundante).

Determinacion de quinonas y antraquinonas.

Prueba de Borntrager. Se traté con 3 mL de cloroformo
a 3 mL de extracto, la capa de cloroformo se separd.
Posteriormente se agregaron gotas de hidroxido
de potasio al 5%. La aparicion de color rojo en fase
alcalina indico la presencia de quinonas.

Prueba de hidroxido de amonio. A 2 mL de extracto
disuelto en alcohol etilico se anadié una gota de
hidroxido de amonio concentrado. Se dejo en reposo
durante dos minutos, una formacion de color rojo
indicé la presencia de antraquinona.
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Prueba de acido sulfirico. En 10 mg de extracto
disuelto en alcohol etilico se afadié una gota de acido
sulfarico concentrado, la formacion de color rojo
indico la presencia de quinonas.

Determinacion de esteroides y triterpenos.

Prueba de Salkowski. En 3 mL del extracto disuelto
en alcohol etilico, se agregaron 2 mL de cloroformo
y 1 mL de &cido sulflrico concentrado lentamente
hasta que se formé una doble fase. La presencia de
color café pardo en la capa media indicé un anillo
esteroideo.

Prueba Lieberman Bouchard. A 2 mL del extracto
disuelto en alcohol etilico se agregd 1 mL de anhidrido
acético y 3 gotas de acido sulflrico concentrado. Se
dejo en reposo por 5 minutos, una capa intermedia
de color azul-verde indico esteroles, y el color
rosado, rojo, magenta o violeta revelo la presencia
de terpenoides.

Determinacién de taninos.

Se disolvio 10 mg de extracto en 1 mL de etanol,
seguido se afadi6 4 gotas de solucion acuosa de
cloruro férrico al 10%. La formacion de un color negro
azulado o verdoso indicé la presencia de fenoles.

Determinacién de cumarinas.

Se disolvio 10 mg de extracto seco en etanol. Se agrego
0.5 ml de agua destilada hirviendo. En un papel filtro
se aplico 2 manchas, a una mancha se agregd 1 gota
de hidroxido de potasio al 10%. Se observo bajo luz
ultravioleta en completa oscuridad. La fluorescencia
azul o verde, reveld la presencia de cumarinas.

Cuantificacion de carbohidratos, proteinas y lipidos
Se realizd la cuantificacion de carbohidratos,
lipidos y proteinas a la biomasa seca del fruto de C.
ecuadorensis.

Extraccion y cuantificacion de carbohidratos totales.
Se utilizd el método de Fenol-sulflrico propuesta
por Dubois et al. (1956). A 10 mg de biomasa seca
se anadieron 4 mL de NaOH 1M, Se agit6 en vortex y
luego se sometieron las muestras en bafo de maria
a 95-100 °C por 1 hora. Se reparti6 1 mL en tubos
(triplicado). Se anadieron 25 pL de fenol al 80%. Se
agregod 2,5 mL de acido sulflrico. Se repitio esta
operacion con todas las muestras y la curva patron.
Se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 30
minutos, las muestras se leyeron a 484 nm bajo a curva
de calibracion de glucosa (200, 400, 600, 800, 1000
mg/ mL) antes de las 2 horas en un espectrofotometro
Multiskan GO.

Thermo Scientific. El contenido total de carbohidratos
se expresd6 como mg de carbohidratos totales/100 g
de peso seco.

Extraccion y cuantificacion de proteinas totales.

Se utilizé el método colorimétrico propuesto por Lowry
et al. (1951). Se agregaron 2 mL de NaOH 1 M a 10 mg
de biomasa seca, las muestras se sometieron a bano
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de maria a 95-100 °C por 1 hora y se dejaron enfriar
a temperatura ambiente. Luego se centrifugaron
por 10 minutos a 4000 rpm, se transfiri6 100 pL del
sobrenadante a un tubo de ensayo (por triplicado), se
anadieron 400 pL de agua destilada, 500 pyL de NaOH
1M. Se afiadieron 2 mL de la disolucion de 50 mL de
Na,CO, al 5% con 2 mL Tartrato de sodio-potasio al 1%
y Cus0,. 5 H,0 al 0,5%, tanto a las muestras a analizar
como a la curva patron y al blanco, se agitd para
homogenizar. Después de 10 minutos, se anadi6 400
pL del reactivo Folin-Ciocalteau con agua destilada
1:1, se agitdé inmediatamente. Para finalizar se dejo
en reposo 30 minutos a temperatura ambiente y leyo
a 750 nm bajo a curva de calibracion de albumina de
suero de bovino (BSA) (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120,
135, 150 mg/ mL) en un espectrofotometro Multiskan
GO Thermo Scientific. El contenido total de proteinas
se expres6 como mg de proteinas totales/100 g de
peso seco.

Extraccion y cuantificacion de lipidos totales.

Se utilizd el método de carbonizacion simple
propuesto por Folch et al. (1956). Se adiciond 1.5 mL
de cloroformo y 3 mL de metanol a 10 mg de biomasa
seca. Se almaceno6 a -4°C en oscuridad durante 24
horas. Posteriormente se centrifugd a4000 rpm durante
10 min y se recolectd el sobrenadante. Se agregaron
1.5 mL de cloroformo y 2 mL de agua destilada. Se
centrifugd nuevamente a 4000 rpm durante cinco
minutos para separar la fase acuosa y organica. Se
retiro la fase superior acuosa, posteriormente se
evaporo la fase organica a 50°C durante 24 horas. Se
resuspendio en 1 mL de cloroformo. Se tomé 500 mL
de extracto lipidico resuspendido, se adicion6 2 mL de
acido sulfarico concentrado y se llevo a 200°C durante
15 min, posteriormente se enfrié a -4°C durante 10
min. Se agregd 2 mL de agua destilada y se leyd a 375
nm bajo a una curva de calibracion de tripalmitina
(30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 mg/ mL) en
un espectrofotometro Multiskan GO.

Thermo Scientific. El contenido total de lipidos se
expres6 como mg de lipidos totales/ 100 g de peso
seco.

Cuantificacion de flavonoides y fenoles totales

Cuantificacion de flavonoides totales.

Se aplicoé el método colorimétrico de cloruro de
aluminio propuesta por Zhishen et al. (1999). Se peso
5 mg de los extractos etandlico y cloroférmico y se
disolvieron en 5 mL de etanol absoluto. Se anadi6 una
alicuota (0.25 mL) de extracto a un tubo de ensayo.
Se agregd un 1 mL de H,0 destilada. Se afadié al tubo
de ensayo 0.075 mL de NaNO, al 5%. Después de 6
minutos, se agregd 0,075 mL de AICL, al 10%. Después
de 5 minutos, 0.5 mL de NaOH 1 M y se completo el
volumen total hasta 2.5 mL con H,0. Se mezclé bien
la solucion. La absorbancia se medi6 frente a blanco
de reactivo preparado a 510 nm, bajo a una solucion
estandar de Quercetina (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 y 100 mg/ mL) en un espectrofotometro
Multiskan GO Thermo Scientific. El contenido total
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de flavonoides se expres6 como mg equivalentes de
quercetina (CE)/ g de masa fresca. Las muestras se
analizan por triplicado.

Cuantificacion de fenoles totales.

Se realiz6 el método de Folin-Cicalteou propuesta por
Singleton et al. (1999). Se pes6 10 mg de los extractos
etandlico y cloroformico y se disolvieron en 2 mL de
etanol absoluto. Se afadi6é una alicuota (150 mL) de
extracto a un tubo de ensayo. Se agregd 75 mL de
Folin-Cicalteou. Inmediatamente se agit6 en vortex. Se
esperd 10 minutos, en absoluta oscuridad. Se anadio
375 mL de la solucion de Carbonato de sodio. Se
agitd y guardo en absoluta oscuridad por 30 minutos.
La absorbancia se midié frente a blanco de reactivo
preparado a 760 nm bajo una solucion estandar de Acido
galico (30, 50, 80, 100, 120, 150, 180, 210 mg/ mL) en
un espectrofotometro Multiskan GO Thermo Scientific.
El contenido total de flavonoides se expres6 como mg
equivalentes de acido galico (GAE)/ g de extracto seco.
Las muestras se analizaron por triplicado.

Actividad Antioxidante

Se evaluo la actividad antioxidante mediante la
técnica de eliminacion de radicales libres de 2,2
difenil-1 picrilhidrazilo (DPPH) propuesta por Brand-
Williams et al. (1995).

Preparacioén del DPPH y dcido ascorbico.

Se prepar6 una solucion stock (A) de DPPH a 6 x10° M
diluida en metanol. Posteriormente, se prepard una
solucion stock (B), tomando 5 mL de la solucion stock
(A) diluido a 1mL de metanol. Se prepard una solucion
de acido ascorbico a TmM.

Preparacion del extracto.

Se prepar6 una solucion del extracto etanodlico y
cloroférmico del fruto y hoja de C. ecuadorensis a una
concentracion de 5 mg/mL.

Procedimiento.

Se coloco en un tubo de ensayo 100 pL de la solucion
de cada extracto y 1400 pL de la solucion stock (B).
Se dejo en oscuridad y tapados los tubos durante 30
minutos. Posteriormente, se medio las lecturas a 517
nm en un espectrofotometro uv-visible BioMate 3S
Thermo Scientific, utilizando como control negativo
el metanol y control positivo el acido ascorbico.

Cdlculos del porcentaje de inhibicion.
Se determind el porcentaje de inhibicion del DPPH
mediante la formula:

%l=
absorbancia del DPPH-Absorbancia muestra

x 100

absorbancia del DPPH

El porcentaje de inhibicion de los extractos fue mayor
al 50 %, por lo tanto, se realizé una solucion estandar
con concentraciones de 2.5, 1.25, 0.75, 0.5, 0.2 mg/
mL, para encontrar la minima inhibitoria del 50%
(IC,,). El porcentaje de inhibicién de la solucion de
acido ascorbico sirvio como patron d e

antioxidante para la comparacion de los porcentajes
de inhibiciones.

Actividad antibacteriana

Condiciones de cultivo

Se utiliz6 el medio de cultivo MiellerHinton Agar a 30°C
durante 24 h, para los cultivos de tres bacterias Gram
negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Vibrio parahaemolyticus ATCC
17802) y tres Gram positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC
6633, Listeria monocytogenes ATCC 19115).

Evaluacion de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se llevo a cabo mediante
el ensayo de difusion de disco propuesta por Bauer-
Kirby (1966). Se diluyd las colonias de bacterias
Gram positivas y Gram negativas en solucion salina
estéril al 0,9 %, se midieron las lecturas a 550 nm en
un espectrofotémetro uv-visible BioMate 3S Thermo
Scientific hasta que se obtuvo una turbidez a un
estandar McFarland N °1 (300-8 CFU / mL).

Se tomo 200 pL del indculo bacteriano estandarizado
al McFarland N°1 y se incubd en agar Muller-Hinton
a 36°C durante 24 h. Posteriormente, los extractos
etanolicos de los frutos y hojas se diluyeron en etanol
al 99% a una concentracion de 200 ppm (200 mg/mL).
Se usoO etanol al 99% como control negativo y como
control positivo antibioticos para cada bacteria Gram
negativa y Gram positiva (tabla 1). Se adicionaron
20 pL de cada solucion de los extractos en un disco
de filtro estéril individual de 6,35 mm y se colocaron
en la superficie del agar Muller-Hinton previamente
inoculado.

Los perimetros de la circunferencia de la zona de
inhibicion fue medida con un calibrador vernier digital
posicionando la placa de Petri sobre un fondo oscuro.

Analisis estadistico

Se compar6 el porcentaje de inhibicion del DPPH
en extractos etanodlico y cloroformico de las hojas y
mesocarpio del fruto de Cucurbita ecuadorensis, frente
al acido ascorbico, realizando un test de Anova simple,
mediante el paquete estadistico Statgraphics Plus.

Resultados

Tamizaje fitoquimico

El analisis fitoquimico de extractos etanodlicos y
cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita
ecuadorensis, se realizO mediante varios ensayos
quimicos para identificar la presencia o ausencia de
metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides,
saponinas, quinonas, antraquinonas, triterpenoides,
esteroles, taninos y cumarinas.

Los alcaloides fueron abundantes en todas las pruebas
utilizadas en los extractos etandlicos y cloroformicos
de los frutos de C. ecuadorensis. No obstante, en
ambos extractos de las hojas, los alcaloides se
encontraron en menor proporcion.
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Tabla 1. Antibioticos utilizados como control positivo contra bacterias Gram negativas (*) y Gram positivas.

Antibiotico Dosis Bacteria Cepa
Gentamicin® Oxoid™ (10ug) Escherichia coli * ATCC 25922
Tobramicina® Oxoid™ (10ug) Pseudomonas aeruginosa * ATCC 15442
Tetracycline® Oxoid™ (30 pg) Vibrio parahaemolyticus* ATCC 17802
Ceftriaxone® Oxoid™ (30 pg) Staphylococcus aureus ATCC 25923
Sulfamethoxazole® Oxoid™ (25 pg) Bacillus subtilis subsp. ATCC 6633

Spizizenii
Penicillin® G Oxoid™ (10ug) Listeria monocytogenes ATCC 19115

Los flavonoides fueron moderados en los extractos
etanolicos y cloroformicos de los frutos y hojas de
C. ecuadorensis. Posiblemente corresponden a los
flavonoles, el cual se evidencio tratando la muestra
con una solucion de hidréxido de sodio al 10% y se
observo la formacion de una coloracion cafénaranja.
Mientras que las saponinas, quinonas y antraquinonas
se encontraron ausentes en todos los extractos
evaluados (tablas 2 y 3).

En los extractos evaluados de los frutos y hojas de
C. ecuadorensis, los compuestos fendlicos estuvieron
presentes en pequefas cantidades, posiblemente
corresponden a los taninos condensados como el
catecol, el cual se evidencié cuando se trato la
muestra con una solucion de cloruro férrico al 10%
y se observo la formacion de un precipitado marrén.
Las cumarinas se encuentran en moderadas
cantidades. Los esteroles proporciones moderadas en
los extractos fueron mas abundantes en el extracto
etanolicos de los frutos y hojas, mientras etanolico

de los frutos y moderados en el que en los extractos
cloroformicos de extracto etandlico de las hojas
(tabla 2). estas partes aéreas, estan en débiles.

Cuantificacién de carbohidratos, lipidos y proteinas
Se cuantificaron los carbohidratos, lipidos y proteinas
totales en la biomasa seca del mesocarpio del fruto
de C. ecuadorensis. Esta reveld concentraciones de
9.19 + 0.25 g de carbohidratos totales/ 100 g de
lipidos totales/ fruto de Cucurbita ecuadorensis. 100
g de peso seco y 3.39 + 0.08 g de Proteinas totales/
100 g de peso seco, respectivamente. La presencia
de lipidos en el mesocarpio del fruto fue mayoritaria
entre los metabolitos primarios evaluados (figura 1).

Cuantificacién de fenoles y flavonoides totales

Cuantificacion de fenoles totales

Se determiné el contenido fendlico total del extracto
etandlico y cloroféormico de los frutos y hojas de C.
ecuadorensis por medio de una curva de calibracion de

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico de extractos etandlicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

Alcaloides Flavonoides Sapominas Quinonas/Antraguinonas T‘i:::}':r:is Tanines Cumarinas
EXracth: pw RM RB RD RS oo Epuma RBg OO0 HSO, RSL o FeCkl0% LuzUV
Frutos +H+ +HH+ - + - 2 = =t _.'.\_;ﬂ N:gro gE2:
Hojas + & = + - = - - - - - .-':;Jl N:Ero -

Claves: Ausente (-), Moderado (++), Abundante (+++). Reactivo de Wagner (RW), Reactivo de Meyer (RM), Reactivo de
Bouchardart (RB), Reactivo de Dragendorff (RD), Reactivo de Shinoda (RS), Reactivo de Borntrager (RBg), Reactivo de Salkoswki

(RS-L), Reactivo de Liberman Bouchard (RL-B).

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico de extractos cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

: : ) . = Esteroles/ , i

Alcaloides Flavonoides Saponinas Quinonas/Aniraguinonas Triterpenos Taninos Cumarinas

Extractos g MNaOH NH4OH RS- EL- FeClz ;
diroirmin: T P KB OED BRI Ty, Epom BB Cipe eI g ig  jpy TR
Frutos oo = - +H - - - - .27 Ne;m oA
Hajas - + - + - + - - - - + !+1 Ne;m +

Claves: Ausente (-), Moderado (++), Abundante (+++). Reactivo de Wagner (RW), Reactivo de Meyer (RM), Reactivo de
Bouchardart (RB), Reactivo de Dragendorff (RD), Reactivo de Shinoda (RS), Reactivo de Borntrager (RBg), Reactivo de Salkoswki

(RS-L), Reactivo de Liberman Bouchard (RL-B).
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g/ 100 g de biomasa seca

Carbohidratos totales  Proteinas totzles Lipidos totales

Figura 1. Contenidos totales de carbohidratos (M), proteinas
(m) y lipidos ( m), determinadas en la biomasa seca del
mesocarpio del fruto de Cucurbita ecuadorensis.

acido gélico (GAE), en la cual se obtuvo la ecuacion de
regresion lineal y= 0.0071x + 0.0226, r’= 0.9961 (figura 2).

Se observo que el extracto etandlico de los frutos de
C. ecuadorensis posee el mayor contenido fendlico,
con una concentracion de 20.82 + 0.87 mg GAE/ g de
extracto seco, no obstante, el extracto cloroférmico
de las hojas presentd el menor contenido fenélico de
5.44 + 0.18 mg GAE/ g de peso seco (tabla 4).

Cuantificacion de flavonoides totales

Se determino el contenido de flavonoides totales de los
extractos etanolicos y cloroformicos de los frutos y hojas
por medio de una curva de calibracion de quercetina
(CE), en la cual se obtuvo la ecuacion de regresion lineal
y=0.00045x + 0.067, r’= 0.997 (figura 3).

El mayor contenido de flavonoides de los extractos
evaluados se encontro en el extracto etanélico de los
frutos de C. ecuadorensis, con una concentracion de
134.36 + 0.34 mg CE/ g de extracto seco, no obstante,
el extracto cloroférmico de las hojas presentd el
menor contenido fenolico de 44.05 + 1.65 mg CE/ g de
extracto seco (tabla 5).

Actividad antioxidante

Las actividades antioxidantes (porcentaje de inhibicion
del radical DPPH) de los extractos etanodlicos y
cloroférmicos de los frutos y hojas fueron comparadas
frente al acido ascorbico. El acido ascérbico obtuvo
un 95.00 + 0.0 % de inhibicion de DPPH, semejante
al extracto etandlico del fruto que reveld un 86.32 +
1.49% de inhibicion del DPPH.

Seguido del extracto cloroférmico de los frutos con
el 70.50 + 0.10 % de inhibicion, el extracto etandlico
de las hojas con el 77.21 + 0.11 % de inhibicion; y el
extracto cloroférmico de las hojas con el 66.91 + 0.12%
de inhibicion, siendo estos resultados considerables
frente al acido ascorbico (fig. 4).

Puesto que el p-valor del test de Anova simple
fue inferior a 0.05, hubo diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de la actividad
antioxidante entre los extractos evaluados de C.
ecuadorensis y el acido ascorbico, para un nivel de
confianza del 95%. El extracto etandlico del fruto de
C. ecuadorensis presentd una concentracion de

¥=0,0071x + 0,0226
R*=0,9961
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o
w
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Figura 2. Curva de calibracion de acido galico (GAE) para

la determinacion de contenidos de fenoles totales de los
extractos etanolicos y cloroformicos de los frutos y hojas de
Cucurbita ecuadorensis.

¥ =0,00045x + 0,067
R*= 0,997

a 200 400 600 800

Concentracién pg CE/mL

Figura 3. Curva de calibracion de quercetina (CE) para la
determinacion de contenidos de flavonoides totales de los
extractos etandlicos y cloroformicos de los frutos y hojas de
Cucurbita ecuadorensis.
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Figura 4. Actividad antioxidante de los extractos etandlicos y
cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis
comparadas con el acido ascorbico.

Tabla 4. Contenidos de fenoles totales determinados en los
extractos etanolicos y cloroformicos de los frutos y hojas de
Cucurbita ecuadorensis.

Fenoles totales (mg GAE/ g

Muestras extracto s(ec?:) ¢
Extracto etandlico de los frutos 20.82 £ 0.87
Extracto clorofdrmico de los frutos 18.04 £0.75
Extracto etandlico de las hojas 10.79 £ 0.61
Extracto cloroférmico de las hojas 544 +018

Tabla 5. Contenidos de fenoles totales determinadas en
los extractos etandlicos y cloroformicos de los frutos y hojas
de Cucurbita ecuadorensis.

Flavenoides totales (mg

Muestras CE/ g extracto seco)
Extracto etandlico de los frutos 134.36 £ 0.34
Extracto cloroformico de los frutos 132.38 +1.69
Extracto etandlico de las hojas 44 22 +0.59
Extracto cloroférmico de las hojas 4405+ 165
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inhibicién del 50% (IC,)) de 1.90 mg/mL, seguidos del
extracto cloroférmico del fruto que presenté un IC, =
1.95 mg/m, el extracto etandlico de las hojas presentd
un IC, = 1.91 mg/mL, el extracto cloroférmico de las
hojas presenté un IC_ = 2.00 mg/mL (tabla 6).

Por otro lado, en la figura 5 se observa un estudio
comparativo del contenido de flavonoides y fenoles
totales con la actividad antioxidante. Los contenidos
de fenoles totales expresados como mg equivalentes
de acido galico (GAE)/ g de los extractos etanodlicos
y cloroférmicos del fruto de C. ecuadorensis,
se encuentran relacionados con la actividad
antioxidante los mencionados extractos. Sin embargo,
la actividad antioxidante de los extractos etandlicos
y cloroférmicos de las hojas no esta relacionada con
los contenidos de fenoles totales de dichos extractos.

Ademas, los contenidos totales de flavonoides
expresados como mg equivalentes de quercetina
(CE)/ g de los extractos etanolico y cloroférmico del
fruto de C. ecuadorensis, no estan relacionadas con
la actividad antioxidante de dichos extractos (fig.
6). Sin embargo, la actividad antioxidante de los
extractos etanolico y cloroformico de las hojas esta
directamente relacionadas con los contenidos totales
de los mencionados extractos (fig. 6).

Actividad antibacteriana

Los extractos etanolicos y cloroférmicos de los frutos
y hojas de C. ecuadorensis no presentaron actividad
antibacteriana contra las tres bacterias Gram
negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Vibrio parahaemolyticus
ATCC 17802), y las tres Gram positivas ensayadas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
subsp. spizizenii ATCC 6633, Listeria monocytogenes
ATCC 19115) (tabla 7).

Discusion

Tamizaje fitoquimico

Todos los extractos etandlicos y cloroféormicos de los
frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis analizados,
revelaron la presencia de alcaloides, flavonoides,
taninos, triterpenos, esteroles y cumarinas, mientras

1o0 r2s
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B0 r 20
o
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o LD

Extr. Etandlico Extr. Extr. Etandlico Extr.

Fruto clorofdrmico Hojas cloroformico
Fruto Hojas

% de inhibicion DPPH
(actividad antioxidante)
mg GAE/ g de extracto

Figura 5. Comparacion de los porcentajes de inhibicion del
DPPH (actividad antioxidante) frente a los contenidos de
fenoles totales (mg GAE/ g; linea café) de los extractos
etanolicos y cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita
ecuadorensis.
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Tabla 6. Porcentaje de inhibicion y IC,, de los extractos
etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita
ecuadorensis.

Capacidad
Muestras antioxidante

ICs0 mg/mL
Acido ascorbico _
Extracto etandlico de los frutos 1.90
Extracto cloroférmico de los frutos 195
Extracto etandlico de las hojas 1.91
Extracto cloroférmico de las hojas 2.00

que las saponinas, quinonas y antraquinonas se
encontraron ausentes. Estos metabolitos secundarios
que podrian ser responsables a las propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas,
antidiabéticas, antihipertensivas y antiparasitarias
(De Tommasi, De Simone, Speranza y Pizza, 1999;
Basch, Gabardi, y Ulbricht, 2003; Siciliano, De
Tommasi, Morelli y Braca 2004; Pozner y Novara
2010; Khan, Hussain, Matjais, Zakaria y Khan,
2011; Okunrobo, Uwaya, Imafidon, Osarumwense y
Omorodion, 2012; Yue, Xu, Cao, Zhang y Zhao, 2013;
Noumedem et al, 2013; Thiruvengadam y Ill-Chung,
2015).

La familia Cucurbitaceae es conocida debido a la
presencia de saponinas (Karpagam, Varalakshmi,
Bai y Gomathi, 2011; Gurav, Mondal, y Vijayakumar,
2014; Kushawaha, Chatterji, Yadav, y Watal, 2016); no
obstante, en algunas especies del género Cucurbita
se las encuentra con menor frecuencia o ausentes
(Singh, 2012; Noumedem et al., 2013; Salehi et al.,
2019). Por otro lado, los estudios sobre los contenidos
de las quinonas y sus derivados en esta familia son
escasos.

En todas las pruebas utilizadas en los extractos
etanolicos y cloroféormicos de C. ecuadorensis se
detectaron presencias considerables de alcaloides en
los frutos, mientras que en las hojas los alcaloides se
encuentran en menor proporcion. Diversos estudios
sobre el contenido de alcaloides presentes en el
género Cucurbita, indican que la mayor proporcion se
encuentran en las semillas, las mismas que han sido
estudiadas por ser los responsables de propiedades

100 300
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100

% de inhibicion DPPH
(actividad antioixidante)
2
mg CE/ g de extracto

50

0 o
Extr. Etandlico Extr. Extr. Etandlico Extr.
Fruto cloreférmico Hojas cloroférmico
Fruto Hajas

Figura 6. Comparacion de los porcentajes de inhibicion del
DPPH (actividad antioxidante), frente a los contenidos de
flavonoides totales (mg CE/ g; linea roja) de los extractos
etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita
ecuadorensis.
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Tabla 7. Actividad antibacteriana contra tres bacterias Gram
negativas (**) y tres Gram positivas (*).
Zona del halo de inhibicién (mm)

Extractos
cloroférmicos

Extr.'ac'tos Antibiéticos de referencia
etandlicos

BACTERIAS FRUTOS HOJAS FRUTOS HOJAS CN TOB TE CRO SXT P

**Escherichia coli
ATCC 25922 NI NI NI NI 22
**Pseudomonas
aeruginosa ATCC NI NI NI NI 22
15442
*Vibrio
parahaemolyticus NI NI NI NI 27
ATCC 17802
*Staphylococcus
aureus ATCC 25923 NI NI NI NI 13
*Bacillus subtilis
ATCC 6633 NI NI NI NI 30
*Listeria
Monocytogenes NI NI NI NI 18

ATCC 19115

Claves: No presento inhibicion (NI), Gentamicin (CN) (10
pg), Tobramicina (TOB) (10pg), Tetracycline (TE) (30 pg),
Ceftriaxone (CRO) (30 pg), Sulfamethoxazole (STX) (25 pg),
Penicillin.

antibacterianas (Noumedem et al., 2013; Kushawaha,
Chatterji, Yadav, y Watal, 2016; Bahramsoltani et al.,
2017; Wang, Liu, Wang, Yu, Xu y Yang, 2017).

Los contenidos de flavonoides en los extractos
etandlico y cloroférmico de los frutos y hojas de
C. ecuadorensis fueron moderados, posiblemente
corresponden a los flavonoles. Esto coincide con
Iswaldi, Gomez, Lozano, Arraez, Segura y Fernandez
(2013), quienes mencionaron que los flavonoles como
la quercetina y otros derivados responsables de la
actividad antioxidante y antibacteriana en especies
del género Cucurbita.

En el extracto etanolico y cloroférmico de los frutos
y hojas de C. ecuadorensis, los compuestos fendlicos
fueron pocos frecuentes, estos posiblemente
corresponden a los taninos condensados como el
catecol. Sin embargo, Salehi et al., 2019 mencionan
que los taninos y otros derivados, son abundantes en
algunas especies del género Cucurbita.

Los triterpenos estuvieron presentes en moderadas
proporciones en los extractos etanolicos y cloroformicos
de los frutos de C. ecuadorensis. Este metabolito, podria
estar relacionado con la presencia del cucurbitano o
cucurbitacina, un triterpenoide localizado en los frutos de
esta familia responsable de las propiedades antioxidantes
y antinflamatorias, ademas es el responsable del sabor
amargo en los frutos, lo cual es apetecible por equinos
(Konoshima et al., 1994; Lira, 1995; Dandawate,
Subramaniam, Padhye y Anant, 2016), esto podria
explicar el uso de los frutos de C. ecuadorensis en caso de
afecciones de la piel y su consumo por equinos en Ecuador
(de la Torre et al., 2008).

En los extractos etandlicos de los frutos y hojas
de C. ecuadorensis, las cumarinas se encuentran
en proporciones moderadas, mientras que en los
extractos cloroférmicos de estas partes aéreas se
encuentran en débiles proporciones. Esta variacion
de cumarinas en ambos extractos podria estar
relacionados al tipo de solvente organico que se ha

utilizado, debido a que éste compuesto es soluble en
solventes polares como el etanol, mientras que en
solventes apolares como el cloroformo mantiene su
proporcion (Dominguez, 1973).

No todas las familias del reino vegetal poseen cumarinas,
sin embargo, en Cucurbitaceae este compuesto se
encuentra distribuido en hojas y frutos. Estas son
de gran interés por sus propiedades terapéuticas,
vasodilatadoras, antitumorales, espasmoliticas,
alelopaticas y antioxidantes (Dominguez, 1973; Jain y
Joshi, 2012). No obstante, los registros de cumarinas
en especies del género Cucurbita son muy escasos.

Contenidos totales de carbohidratos, lipidos y
proteinas

Como producto del metabolismo primario se
encuentran los carbohidratos, lipidos y proteinas.
Con el consumo adecuado, estos metabolitos pueden
ser beneficiosos para el ser humano, ademas poseen
una gran importancia en el campo biotecnoldgico,
debido a que permiten innovar nuevos suplementos
alimenticios de origen natural para producciones
industriales (Petiard y Bariaud-Fontanel, 1987; Rivas,
Oranday y Verde, 2016; Fang, Fernie y Luo, 2018).

Los frutos de Cucurbita ecuadorensis contienen un
elevadovalor nutricionaly exhiben diferencias marcadas
en cuanto a las concentraciones de carbohidratos,
lipidos y proteinas totales, en comparacion con otras
conocidas especies de Cucurbitaceae de uso alimenticio
y medicinal (tabla 8).

El elevado valor nutricional registrado en los frutos
de C. ecuadorensis (Tabla 8) concuerda con Piperno,
Andres y Stothert (2000); Pickersgill (2007); Stothert
(2011), el cual mencionan que esta especie fue semi-
domesticada y utilizada como alimento por habitantes
de la cultura Las Vegas, hasta su posterior remplazo
por Cucurbita moschata, presumiblemente porque
posee un sabor mas agradable.

Tabla 8. Tabla comparativa de los contenidos totales de
carbohidratos, lipidos y proteinas de los frutos de Cucurbita
ecuadorensis con los frutos de las especies de Cucurbitaceae
de uso alimenticio y/o medicinal

g de
gde e gde
carbohidrat :"::DSI proteinas/
Frutos os totales/ 130 e;e 100 g de Fuente
100 g de ego peso
peso seco ge &6 seco
Cucurbita ecuadorensis ~ 9.19 £0.25 140'%%1 363[?8: Autor
Citrullus lanatus
(sandia) 450 0.15 0.40
Cucumis melo (melon) 6.00 0.00 0.60 Valero,
Cucumis sativus Rodriguez, Ruiz
(pepina) 190 2.00 070 y Avila (2018)
Cucurbita pepo
(calabacin) 220 0.20 0.65
Jacobo,
Mardstica,
Cucurbita moschata 1.90 0.16 0.97 Zazueta y
Gallegos (2011)
Cucurbita maxima Ortega (2013);
(zapallo) 210 0.25 070 Estrada,
Cucurbita ficifolia Sénchez y
_(zambo) 490 930 040 Alcantar (2018)
u Semeniuk, Bela,
Momordica charantia 480 018 015  Vonka, Romeroy

(achochilla) Nufez (2018)
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Los altos contenidos de lipidos totales que posee el
mesocarpio de los frutos de C. ecuadorensis, sugieren
su uso como antihipercolesterolemicos debido a que los
triterpenos podrian inhibir los componentes lipidicos,
y reducir las concentraciones de colesterol en la
absorcion del intestino delgado (Plat et al., 2019).

Contenidos totales de fenoles y flavonoides

Contenidos de fenoles totales

Los fenoles son de estructura compleja con grupos
hidroxilos adheridos a proteinas o a leves cantidades
de iones de hierro, presentan una amplia distribucion
en cualquier parte aérea de una planta, poseen
propiedades astringentes, vasoconstrictoras,
antibacterianas y antinflamatorias (Garcia y Carril,
2009; Sieniawska y Baj, 2017).

Los extractos etanodlico y cloroférmico de los frutos
de Cucurbita ecuadorensis mostraron 20.82 + 0.87
mg de GAE /g de extracto seco y 18.04 + 0.75 mg
de GAE /g de extracto seco, respectivamente. Estas
concentraciones de fenoles totales estan entre las
mas altas comparadas con el de otras especies en el
mismo género; los contenidos fendlicos son solamente
comparables a los de Cucurbita moschata (tabla 9).
Las elevadas concentraciones de contenidos fenolicos
de esta especie al tener relacion con la actividad
antioxidante en los frutos, son uno de los metabolitos
responsables de dicha actividad.

Los extractos etandlico y cloroférmico de las hojas
de Cucurbita ecuadorensis mostraron contenidos
fendlicos totales de 10.79 + 0.61 mg de GAE/ g de
extracto secoy 5.44 + 0.18 mg de GAE / g de extracto
seco. Por lo tanto se podria considerar que este es el
primer registro de los contenidos fenodlicos totales en
extractos etanolicos y cloroformicos de las hojas de
una especie de este género.

Contenidos de flavonoides totales

Los flavonoides son pigmentos conformados por
compuestos fenolicos que se encuentran en todas las
partes aéreas del reino vegetal; son metabolitos de interés
debido a sus potenciales propiedades antioxidantes,
anticancerigenas, antinflamatorias (Singleton et al.,
1999; Zhishen et al., 1999; Rondodn et al., 2017).

Los extractos etanolico y cloroférmico de los frutos de
Cucurbita ecuadorensis presentaron 134.36 + 0.34 mg
de CE/ g de extracto secoy 132.38 + 1.69 mg de CE/
g de extracto seco. Estas concentraciones de fenoles
totales estan entre las mas altas comparadas con dos
especies del mismo género (tabla 10).

Los extractos etandlico y cloroférmico de las hojas
de Cucurbita ecuadorensis mostraron contenidos de
flavonoides totales de 44.22 + 0.59 mg de CE/ g de
extracto seco y 44.05 + 1.65 mg de CE / g de extracto
seco. Estas concentraciones de fenoles totales estan
entre las mas altas comparadas con el de otras
especies del mismo género (tabla 11).

100

Actividad antioxidante

A pesar de que hubo diferencia significativa
estadisticamente entre los extractos evaluados de C.
ecuadorensis y el acido ascorbico, el porcentaje de
inhibicion del radical DPPH en el extracto etanolico de
los frutos fue de 86.32%, cercano al del acido ascorbico
(Vitamina C) que obtuvo un porcentaje del 95.00%.

La actividad antioxidante de los frutos de C.
ecuadorensis poseen un 86.32 + 1.49 % de inhibicion
del DPPH, con un IC,, = 1.90 mg/mL. Esta propiedad
esta relacionada con los contenidos de fenoles totales
presentes en los frutos y coincide con Bahramsoltani
et al. (2017), quienes mencionaron que los contenidos
de fenoles totales de los frutos atribuyen a la
actividad antioxidante. Estos resultados estan entre
las mas altas comparadas con el de otras especies en
el mismo género (Tabla 12).

Adicionalmente, las hojas de C. ecuadorensis posee un
77.21 = 0.11 % de inhibicion del DPPH con un IC, =
1.91 mg/mL. Estos resultados demuestran la actividad
antioxidante presente en hojas de C. ecuadorensis,
esta propiedad esta relacionada con los contenidos
de flavonoides totales de dichos extractos y coinciden
con Moyo, Amoo, Ncube, Ndhlala, Finnie, y Van
Staden (2013), quienes indican que los contenidos de
flavonoides totales estan relacionados con la actividad
antioxidante de los frutos en Cucurbita maxima. Estos
resultados estan por debajo comparadas con el de
otras especies en el mismo género que presentaron
triterpenos, esteroles y otros compuestos bioactivos en
mayores proporciones (Tabla 13).

Actividad antibacteriana

A pesar de que los extractos de C. ecuadorensis
poseen alcaloides en todas las pruebas utilizadas,
no presentaron actividad antibacteriana contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis subsp. spizizenii y Listeria monocytogenes.

La causa podria ser la ausencia de otros compuestos
con actividad antibacteriana como quinonas,
antraquinonas y saponinas, debido a que estas
sustancias desestabilizan la membrana y se adhieren
a polipéptidos de la pared celular de las bacterias
que inactivan o inhiben la funcion de las enzimas o de
las proteinas, ocasionando complejos irreversibles en
su estructura (Ravishankar et al., 2012; Singh, 2012;
Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Adicionalmente, ambos extractos de las hojas de C.
ecuadorensis tampoco poseen actividad antibacteriana
contra las bacterias Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii y Listeria
monocytogenes. Este resultado coincide con Castillo,
Molinares, Campo, y Bettin (2017), quienes mencionan
que el extracto etandlico de las hojas de Cucurbita
moschata no posee actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae.
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Tabla 9. Tabla comparativa de los contenidos de fenoles
totales en los frutos de Cucurbita ecuadorensis con los frutos
de algunas especies de Cucurbita de uso alimenticio y/o
medicinal.

Tabla 13. Tabla comparativa de la actividad y capacidad
antioxidante en las hojas de Cucurbita ecuadorensis con las
hojas de algunas especies de Cucurbita de uso alimenticio
y/o medicinal

Material vegetal Fenoles totales (mg de Material vegetal Actividad Capacidad Fuente
GAE/ g de extracto seco) Fuente antioxid: antioxid
Frutos Extracto Extracto Hojas Porcentaje de IC50
etandlico cloroférmico innhibicion (%) (mg/mL)
Cucurbita ecuadorensis 2082 +087 18.04+075 Autor Cucurb{fa ecuadorensis 7721011 191 Autor
Cucurbita moschata Jacobo, Maréstica, Gueurbita pepa 8428 0.43 Dar, Farman,
2292 +1.06 S/iD Zazueta y Gallegos Dar, Khan,
(2011) Munnir,
Cucurbita maxima Deng, Lin, Xu, X, Rasheed y
734+04 S/D Gao, Xie, y Li Wadqas (2017)
_ (2013); Gurav, Cucurbita maxima §5.15 047 Yenda, V-Raoy
Cucurbita pepo R SID Mondal, y Rao (2014)

Vijayakumar (2014)

Claves: Sin datos (S/D)

Tabla 10. Tabla comparativa de los contenidos de Flavonoides
totales en los frutos de Cucurbita ecuadorensis con los frutos
de algunas especies de Cucurbita de uso alimenticio y/o
medicinal

Flavonoides totales

Material vegetal (mg de CE/ g de

extracto seco) Fuente
Extracto Extracto
Fritos etandlico  cloroférmico
i 13436 £ 13238«
Cucurbita ecuadorensis 034 169 Autor
Valenzuela, Cravzov,
, HREE: Soro, Tauguinas,
Cucurbita moschata 182 S/D Giménez y Gruszycki
(2014)
- 80.14 = Kushawaha, Chatterji,
Cucurbita maxima 018 S/iD Yadav, y Walal (2016

Claves: Sin datos (5/D)

Tabla 11. Tabla comparativa de los contenidos de Flavonoides
totales en las hojas de Cucurbita ecuadorensis con las hojas
de algunas especies de Cucurbita de uso alimenticio y/o
medicinal

Material vegetal Flavonoides totales (mg Fuente
de CE/ g de extracto seco)
Hojas Extracto Extracto
etanclico cloroférmico
Cucurbita ecuadorensis 4422+059 4405+ 165 Autor
Cucurbita maxima 2650+ 140 S/D Saha, Mazumder
y Haldar (2011)
Cucurbita pepo 2543 S/D

Koh, Lu, y Zhou
(2019).

Claves: Sin datos (5/D)

Tabla 12. Tabla comparativa de la actividad y capacidad
antioxidante de los frutos de Cucurbita ecuadorensis con los
frutos de algunas especies de Cucurbita de uso alimenticio
y/o medicinal
Material vegetal

Actividad
antioxidante
Porcentaje de

innhibicion (%)
66.32 £1.49
2960

Capacidad Fuente
antioxidante

IC50 (mg/mL)

Frutos

1.90+014
407

Autor
Valenzuela,
Cravzov, Soro,
Tauguinas,
Giménez y
Gruszycki
(2014)
Indrianingsih,
Rosyida,
Apriyana.
Hayati, Nisa,
Darsih,
Kusumaningrum,
Ratih y Indirayati
(2019)
Bahramsoltani ef
al. (2017),
Indrianingsih,
Rosyida,
Apriyana,
Hayati, Nisa,
Darsih,
Kusumaningrum,
Ratih y Indirayati
{2019)

Cucurbita ecuadorensis
Cucurbita maxima

Cucurbita moschata 2385 4.02

Tabla 14. Tabla comparativa de la actividad antibacteriana
de los frutos de Cucurbita ecuadorensis con los frutos
de algunas especies de Cucurbita de uso alimenticio y/o
medicinal.

Inhibicién de crecimiento

Especie Bacterias Fuente
Cucurbita ecuadorensis NI Autor
Cucurbita moschata Escherichia coli, Bacillus Wang, Liu,

subtilis, Pseudomonas Wang, Yu, Xuy
aeruginos, Pichia Yang (2017);
fermentans y Salehi et al
Staphyiococcus aureus (2019)

Cucurbita pepo Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Magassouba ef
Enterobacter cloacae, al. (2010);

Kiebsiella pneumoniae y
Providencia stuarti,
Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli, Bacillus
subtilis y Staphylococous
aureus, Staphylococcus
wemeri, Pseudomonas
pufida, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens y Kieibsella
pneumoniae

Claves: No presentd inhibicidn (NI).

Noumedem ef al.
(2013,

Cucurbita maxima

Ravishankar ef
al. (2012); Singh
012)

Por el contrario, El-Aziz, El-Kalek y City (2011),
reportan que el extracto etanodlico de las hojas de
Cucurbita pepo inhibe el crecimiento de las cepas
de Bacillus subtilis, Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae.

Los resultados de la actividad antibacteriana de los
extractos evaluados, difieren con numerosos estudios
realizados de los frutos de varias especies del género
Cucurbita. Es decir, la mayoria de las especies de este
género se caracterizan por inhibir el crecimiento de
las cepas de Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella spp., Pseudomonas
fluorescens, Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae
(Noumedem et al., 2013; Kushawaha, Chatterji, Yadav,
y Watal, 2016; Bahramsoltani et al., 2017; Wang, Liu,
Wang, Yu, Xu 'y Yang, 2017; Salehi et al., 2019). Por lo
tanto, se considera que C. ecuadorensis podria ser la
Unica especie de este género que no posee actividad
antibacteriana en los frutos y hojas (tabla 14).

Conclusiones

Es importante evaluar las propiedades terapéuticas
de las plantas con usos etnobotanicos, a través
de técnicas cientificas que permitan proporcionar
informacion sobre las especies de plantas que poseen
potenciales terapéuticos que aportan uno o varios
beneficios para la salud.
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Segun la bibliografia, este trabajo podria considerarse
como el primer registro sobre el tamizaje
fitoquimico, los contenidos totales de carbohidratos,
lipidos y proteinas, los contenidos totales de
fenoles y flavonoides, la actividad antioxidante
y la actividad antibacteriana de los extractos
etanolicos y cloroformicos de los frutos y hojas de
Cucurbita ecuadorensis. Los extractos etandlicos y
cloroformicos de los frutos y hojas de esta especie
revelaron la mayoria de los metabolitos secundarios.
Sin embargo, es importante destacar que los taninos,
flavonoides, triterpenos, esteroles y cumarinas fueron
los compuestos que contribuyen con la eliminacion de
radicales libres (actividad antioxidante). Los extractos
evaluados de los frutos de Cucurbita ecuadorensis
poseen un gran potencial de actividad antioxidante
siendo cercanos a la propiedad antioxidante del acido
ascorbico (vitamina C).

El mesocarpio del fruto de Cucurbita ecuadorensis
posee altos contenidos de carbohidratos, lipidos
y proteinas, en comparaciéon con los componentes
nutricionales de los frutos de otras especies de
la familia Cucurbitaceae, que son mayormente
consumidos en el Ecuador y que poseen una alta
demanda alimenticia a nivel mundial, como: Citrullus
lanatus (sandia), Cucumis melo (melon), Cucumis
sativus (pepino), Momordica charantia (achochilla),
Cucurbita maxima (zapallo) y Cucurbita ficifolia
(zambo).

Los altos contenidos de lipidos totales que posee
el mesocarpio de los frutos de C. ecuadorensis, y
el hecho de que los triterpenos podrian inhibir los
componentes lipidicos, y reducir las concentraciones
de colesterol en la absorciéon del intestino delgado
(op. cit.), indican la factibilidad de poder realizar
ensayos de consumo de los frutos de esta especie por
sus propiedades medicinales, para contribuir a regular
los elevados niveles de colesterol en seres humanos.

La actividad antibacteriana no fue satisfactoria en
todos los extractos evaluados.

Esta investigacion reporta importante informacion
sobre el elevado potencial antioxidante y nutricional
que poseen los frutos de Cucurbita ecuadorensis,
por lo que podria considerarse como un efectivo
suplemento nutricional con un gran potencial
antioxidante natural.
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Resumen

Se determino la concentracion de Cd en el higado y musculo de Guanchiche (H. microlepis) y Dica
(Pseudocurimata bolengeri). La concentracion del metal en el tejido muscular de ambas especies
fue menor al limite de cuantificacion del método (<0,014 mg/Kg). La mayor concentracion de Cd
en higado se observo en la especie P boulengeri (0,63+0,188 mg/kg) y la menor concentracion
en H. microlepis (0,003+0,036 mg/kg), existen diferencias significativas en la concentracion de
Cd de los higados de ambas especies (F= 33,74; p= 0,000). Letras diferentes indican diferencias
significativas segin ANOVA de una via y test a posteriori de Tukey (p<0,05). La concentracion de Cd
en higado se encontré por encima del limite maximo permisible (0,05 mg/Kg) establecido por la
Union Europea. La correlacion entre peso y talla fue directamente proporcional entre si (r=0,963;
p=0,000) la concentracion de Cd en higado fue inversamente proporcional a la talla y peso y la ma-
durez sexual se present6 directamente proporcional a la concentracion de Cd (r=0,880; p=0,000).
Palabras Claves: Cadmio, peces de aguas continentales, variables biométricas, Hoplias microlepis,
Pseudocurimata boulengeri.

Abstract

The concentration of Cd in the liver and muscle of Guanchiche (H. microlepis) and Dica (Pseudo-
curimata bolengeri) was determined. The concentration of the metal in the muscle tissue of the
species is less than the limit of quantification of the method (<0.014 mg / Kg). The highest concen-
tration of Cd in the liver will be identified in the P. boulengeri species (0.63 + 0.188 mg / kg) and
the lower concentration in H. microlepis (0.003 + 0.036 mg / kg), there are significant differences
in the concentration of Cd of the livers of both species (F = 33.74; p = 0.000). One-way ANOVA and
a posterior test of Tukey (p <0.05). The concentration of Cd in the liver is above the maximum per-
missible limit (0.05 mg / kg) established by the European Union. The correlation between weight
and height was directly proportional to each other (r = 0.963; p = 0.000) the concentration of Cd
in the liver was inversely proportional to height and weight and sexual maturity was directly direct
proportional to the concentration of Cd (r = 0.880; p = 0.000).

Key words: Cadmium, inland fish, biometric variables, Hoplias microlepis, Pseudocurimata
boulengeri.

Ruiz & Castro « Niveles de cadmio en peces de alto
consumo de aguas Continentales en la Provincia de

Introduccioén

El proceso de industrializacion acelerada en combina-
cion con el rapido crecimiento de la poblacion y las
actividades agricolas ha traido consigo el riesgo de au-
mentar el indice de contaminacion en entornos natura-
les, como el suelo, el aire y el agua (Assubaie, 2015).
Los sistemas acuaticos que suelen estar contaminados
con metales pesados, representan un problema am-
biental importante debido a su naturaleza toxica, no

* Correspondencia del autor:
E-mail: sharon.ruiz.sancan@gmail.com

biodegradable y persistente. Los iones de metales pe-
sados son absorbidos facilmente por los peces debido
a su alta solubilidad (Bielmyer-Fraser, 2018; El-Naggar
et al., 2018; Azimi et al., 2017).

El consumo a largo plazo de peces que habitan en
aguas contaminadas puede dar lugar a una bioacumu-
lacion de contaminantes en el receptor final (quizas
humano) de la red alimenticia (Perera et al., 2015).
Seglin la OMS, la exposicion humana se produce en
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mayor medida a través del consumo de alimentos con-
taminados (OMS, s.f.).

Debido a esto, estudios sobre la acumulacion de me-
tales como el cadmio han aumentado en importancia
ya que es ampliamente difundido en la biosfera a pe-
sar de las restricciones para su uso y esta clasificado
como uno de los metales mas toxicos. (Kaplan et al.,
2011; Aratjo & Cedefo-Macias, 2016).

El objetivo del presente estudio fue determinar va-
riables biométricas (sexo, longitud y peso), concen-
traciones de cadmio en el higado y musculo de dos
especies de peces de aguas continentales de la pro-
vincia de Los Rios y correlacionarlas entre si.

La contaminacion de agua dulce con muchos com-
puestos distintos, la concentracion de metales pesa-
dos (Abbas,2002), la toxicidad de estos, su propension
a la acumulacion, la descarga de afluentes contamina-
dos en rios o en cualquier otro medio acuatico puede
afectar negativamente a la diversidad de especies y
danar ecosistemas vitales (Abbas, 2004).

Organismos acuaticos como los peces y los mariscos
que viven en agua contaminada, pueden acumular
metales pesados hasta que las concentraciones ex-
cedan su limite en un grado significativo a diferentes
niveles en diversos organos y tejidos debido a su ali-
mentacion y procesos metabolicos (EL-Seify, 2011; EL-
Kadder, 1993). Distintos factores, como las propieda-
des fisicas y quimicas del agua, asi como los cambios

estacionales, son la razon del aumento significativo
de la bioacumulacion de metales en estos organismos
(Afshan et al., 2014).

A nivel mundial varios estudios han evidenciado acu-
mulacion de metales pesados como el Cd en Parala-
brax humeralis (Valenciennes, 1828), Cynoscion sp.,
Oreocromis sp., Coryphaena sp. (Senior et al., 2016)
y Oncorhynchus mykiss (Bertolotti & Moccetti, 2018).

En Ecuador, se describen concentraciones de Cd
en Coryphaena hippurus (Araljo & CedefioMacias,
2016), Katsuwonus pelamis y Thunnus albacares
(Flores et al., 2018).

En peces de aguas continentales, los estudios encon-
trados se basan especificamente en aspectos taxo-
noémicos y de distribucion, por lo cual es necesario
saber la concentracion de Cd en estos peces por ser
alto consumo en la Provincia de los Rios.

Materiales y Métodos

Area de estudio

En el area de estudio se establecieron 4 puntos de
muestreo, siendo los puntos A, B localizados en el Rio
Babahoyo, C en el Rio San Pablo y D en el Rio Catara-
ma (Figura 1).

Disefio experimental
El muestreo se realizé durante la época seca, durante
los meses de octubre, noviembre e inicios de diciem-

MAPA DE UBICACION DE AREA DE ESTUDIO Y PUNTOS DE MUESTREO - CANTON BABAHOYO

Leyenda
®  Puntos de muestreo
Vias
—— Rio simple
B Rios
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Universidad de Guayaquil
Trabajo de Titulacion: Niveles de
Cadmio en Peces de Alto consumo en
Aguas continentales de la Provincia de
los Rios

40 20 0 40 Km
Sistoma de Cordenadas: WGS 1864 UTH Zona 17 S
Proyeccien: Transversal de Mercator
Datur: WGS 1981

Mapa de ubicacion de &rea de estudio y
puntos de muestreo — Cantén Babahoyo

Elaborade por: Sharon Ruiz §

INEC, 2014 Diciembre, 2018

Figura 1. Mapa de Ubicacion de area de estudio y puntos de muestreo.
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bre del ano 2018. Se recolectaron 40 individuos en
total de las dos especies seleccionadas en los puntos
A, B (Rio Babahoyo), C (Rio San Pablo) y D (Rio Catara-
ma). Se seleccionaron 8 muestras de higado y 8 mues-
tras de musculo para cada especie. Empleando guan-
tes, bisturi y pinzas esterilizadas entre cada muestra,
se removio el musculo de la piel, extrayéndolo desde
la cola a la cabeza, posteriormente se extrajo el hi-
gado; todas las muestras fueron colocadas en fundas
herméticamente cerradas, etiquetadas y congeladas
para su posterior analisis en el laboratorio.

Metodologia

Para determinar la talla y peso de los individuos, una
vez capturados se midieron mientras estaban frescos
y hiimedos lo mas cerca posible al estado al estado
vivo. Se colocé cada individuo sobre el ictiometro en
linea recta, con la cabeza hacia la izquierda tocan-
do la parte perpendicular de la base, se enderezo el
cuerpo verificando que la boca estuviera cerrada y la
cola tocando la base (puede ser dificil obtener la talla
total si la cola esta estropeada) y finalmente se de-
termind la talla.

Una vez obtenida la talla se determin6 el peso de
cada individuo con una balanza calibrada marca CA-
MRY ISO 9001, debidamente esterilizada antes de pe-
sarlos, para que el peso no sea alterado.

Para determinar la madurez sexual y el sexo se hizo
mediante diseccion ventral, se cortd desde el orifico
urogenital hacia la cabeza (todos los articulos pinzas,
bisturi, pesa fueron debidamente esterilizados luego
de cada muestra), se clasificO macroscopicamente las
gonadas y se determinoé el sexo (Gil et al., 2015).

Se empled una escala macroscopica para determinar
la madurez sexual, esta cuenta con cuatro estadios:
Inactivos, en maduracion, maduras y desovadas (Vé-
lez, 1998).

Las hembras analizadas estuvieron en un estadio Il y
Il de maduracion sexual. La maduracion inicia con
periodos de lluvia, en los cuales aumenta el caudal
de los rios y se modifican las condiciones ambientales,
esta culmina con el proceso de migracion reproducti-
va aguas arriba, donde se da el desove, generalmente
en el curso principal del rio (FAO, 2018).

Procesamiento de las muestras

Las muestras fueron congeladas y posteriormente
transportadas en una hielera a 4°C con suficiente hie-
lo hasta el Laboratorio de Analisis Quimico y Microbio-
logico de Alimentos de la Subsecretaria de Calidad e
Inocuidad (SCl) del Ministerio de Acuicultura y Pesca,
donde se realizaron los analisis de metales pesados.

Las muestras fueron homogenizadas en un procesador
de alimentos, posteriormente usando balanza anali-
tica se peso en vasos de teflon 0.30 + 0.05 g de cada
muestra para luego ser digeridas en un microondas
usando 6 mL de acido nitrico concentrado. Los equi-
pos empleados fueron previamente lavados con abun-
dante HNO3 al 1% y agua ultrapura (18.3 MQ).

Para determinar la concentracion de Cd se aplico el
método de espectrometria de absorcion atomica por
horno de grafito empleando un espectrofotometro VA-
RIAN modelo SpectrAA 220Z.

Cuando se utiliza la técnica de horno de grafito en
conjuncion con la espectrofotometria de absorcion
atomica, una alicuota representativa de la muestra se
coloca en el horno de grafito, esta es evaporada a se-
quedad, carbonizada y atomizada. Un mayor porcen-
taje de atomos de analito se vaporizan y se disocian
para su absorcion, es posible el uso de voliumenes de
muestra mas pequenos o la cuantificacion de concen-
traciones mas bajas de elementos. En este caso se
utiliza el horno para atomizar la muestra. La radia-
cion de un elemento excitado pasa a través del vapor
que contiene atomos en estado fundamental de ese
elemento. La intensidad de la radiacion transmitida
disminuye en proporcion a la cantidad del elemento
en estado fundamental en el vapor. Los atomos de Cd
se colocan en el haz de radiacion aumentando la tem-
peratura del horno, lo que hace que la muestra inyec-
tada se volatilice. Un monocromador aisla la radia-
cion caracteristica de la lampara de catodo hueco o la
lampara de descarga sin electrodos, y un dispositivo
fotosensible mide la radiacion transmitida atenuada
(U.S. Environmental Protection Agency, 2007).

Resultados

Variables biométricas

Las variables biométricas no presentaron diferen-
cias significativas para la especie Hoplias microlepis
entre las diferentes localidades (p>0.05). El prome-
dio de longitud de los peces fue de 28.00+4.00 cm,
26,33+3.06 cm y 29.00+2.83 cm para las localidades
A, B y D, respectivamente. Con respecto al peso,
tampoco se apreciaron diferencias significativas entre
las localidades A, B 'y D (p>0.05), con promedios de
243.3+88.6 g, 173.3+56.9 g y 242.0+76.4 g, respecti-
vamente (Tabla 1).

Ademas Pseudocurimata boulengeri sélo se hallo en
la localidad C y present6 una longitud promedio de
19.5:0.9 cm y un peso de 104.75+14.13 g (Tabla 2).

Concentracion de cadmio en higado

Se determino que existen diferencias significativas en
la concentracion de Cd de los higados de ambas espe-
cies (F= 33,74; p= 0,000). Letras diferentes indican di-
ferencias significativas segiin ANOVA de una via y test
a posteriori de Tukey (p<0,05) (Figura 4). Para Hoplias
microlepis el valor promedio de concentracion de Cd
en higado fue de 0,0043 en cambio en Pseudocurima-
ta boulengeri fue de 0,317, con un valor atipico de
0,63 mg/Kg de Cd, encontrandose por encima del li-
mite maximo permisible (0,05 mg/Kg) establecido por
la Union Europea (Figura 2).

Concentracion de Cadmio en musculo

La concentracion del metal en el tejido muscular de
ambas especies fue menor al limite de cuantificacion
del método (<0,014 mg/Kg).
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Tabla 1. Lista de muestras punto Ay B (Rio Babahoyo) , D (Rio
Catarama). *Lt(cm)= Talla total, Wt (g)= Peso con gonadas,
MS= Madurez sexual.

Hoplias microlepis (Guanchiche)

Punto de muestreo A
Lt (cm)* Wt (g)* Sexo MS*
28 248.2 hembra 3
32 329.4 hembra 3
24 152.4 hembra 3
23 110 macho 4
27 190 hembra 3

Punto de muestreo D
29 220 hembra 3
Punto de muestreo 27 188 hembra 3
B 31 296 hembra 3

Tabla 3. Correlacion de las variables biométricas con la
concentracion de Cd en higado.

Wt (g) Lt (cm) MS
Lt (cm) 0,963
0,000
MS -0,805 -0,713
0,001 0,004
Cd Higado -0,719 -0,677 0,880
0,004 0,008 0,000
o7
06 N
05
§ 04 b
=)
s‘ 03 =
o
02
o1
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, LMP UE (0.05)
00 —
Hoplias microlepis Pseudocurimata boulengeri

Figura 2. Concentracion de Cd en el higado de las especies
P. boulengeri y H. microlepis capturados en la provincia de
Los Rios

Correlacion entre las variables biométricas y la con-
centracion de Cd

La correlacion entre peso y talla fue directamente
proporcional entre si (r=0,963; p=0,000) la concen-
tracion de Cd en higado fue inversamente proporcio-
nal a la talla y peso y la madurez sexual se presentd
directamente proporcional a la concentracion de Cd
(r=0,880; p=0,000) (Tabla 3).

Niveles de concentracion Cd entre H. microlepis y
P. boulengeri

La mayor concentracion de Cd se observo en P. bou-
lengeri (0,63+0,188 mg/kg) y la menor concentracion
en H. microlepis (0,003+0,036 mg/kg).

108

Tabla 2 . Lista de muestras punto C (Rio San Pablo). *Lt(cm)=
Talla total, Wt (g)= Peso con gonadas, MS= Madurez sexual

Pseudocurimata boulengeri

Lt (cm)* Wt (g)* Sexo Ms*

21 106 hembra 3

20 134 hembra 3

Punto de muestreo 19 108 hembra 3
18 84 macho 4

19 96 hembra 3

20 106 hembra 3

19 100 hembra 3

20 104 hembra 3

Discusiéon

La concentracion de Cd en musculos de las especies
estudiadas estuvo por debajo de los limites de cuantifi-
cacion del método; la acumulacion de este metal en los
musculos de organismos acuaticos siempre se muestra
como comparativamente baja (El-Moselhy, 2014).

Allen (1995), sugiere que los tejidos musculares no en-
tran en contacto directo con los toxicos, tampoco son
un sitio activo de desintoxicacion y, por lo tanto, el Cd
no se transporta desde otros tejidos a los masculos.

Los higados presentaron valores superiores al limite
de cuantificacion, probablemente debido a que este
organo tiende a acumular niveles mas altos de meta-
les que el masculo (Bonsignore et al., 2013; Hussein
& Khaled, 2014), por lo cual es el érgano mayormen-
te estudiado como indicador ambiental de contami-
nacion del agua (Licata et al., 2005; Storelli et al.,
2005). Ciertos investigadores indican que la movi-
lizacion del cadmio desde otros drganos del cuerpo
al higado tiene el objetivo de detoxificarlo y podria
contribuir a la acumulacion de este elemento en estos
organos (Jayakumar & Paul, 2006).

En P. boulengeri los niveles de Cd en higado fueron
significativamente mas altos que en Hoplias microle-
pis esto debido a que los patrones de acumulacion son
mayores en P. boulengeri que en H. microlepis. Este
patron ha sido reportado en otras especies de aguas
continentales, las diferencias interespecie en la acu-
mulacion de metales podria relacionarse a los habitos
de vida y alimentarios (Twardowska et al., 2006). El
higado y otros 6rganos como los rifiones son los prin-
cipales involucrados en actividades de detoxificacion
(Kumar et al., 2007).

No hubo correlacion significativa entre la madurez
sexual y el contenido de Cd en tejido muscular en
ninguna de las dos especies, sin embargo, un com-
portamiento contrario se observa entre la madurez
sexual y el contenido de Cd en higados al ser directa-
mente proporcional. Farkas (2001), sugiere que, para
las etapas maduras de distintas especies de peces, la
absorcion de metales es predominante y por lo tanto
la carga de metales pesados refleja mas el estado de
contaminacion del sedimento y su biota, en lugar del
agua del ambiente.
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Probablemente el método de muestreo fue un factor
que incidio en la notoria diferencia en contenido de Cd
interespecie, las muestras de P. boulengeri fueron ob-
tenidas en un mismo sector, donde el ecosistema acua-
tico esta influenciado por zonas urbanas y cultivos de
arroz, y es conocido que el Cd es uno de los principales
contaminantes en este tipo de cultivos y su posterior
transferencia a la cadena alimentaria es un problema
ambiental global (Rizwan et al., 2016). En contraste,
el H. microlepis fue capturado en diferentes sectores
de la cuenca baja del rio Guayas. El habitat de este se
caracterizo por ser de mayor extension, estar influen-
ciado por cultivos de cafa, y zona urbana.

Sridhara, (2008) sugiere que en actividades antropo-
génicas como la agricultura se encuentra presente el
Cd debido al uso de fertilizantes quimicos, que llega a
las aguas subterraneas por medio de la infiltracion. Se
conoce también que las descargas agricolas y residuos
domésticos contienen una variedad de contaminantes
toxicos en la que incluyen sdlidos suspendidos, com-
puestos organicos, compuestos inorganicos, pesticidas
y varios compuestos metalicos toxicos (Woodling et al.,
2001; Kumar et al., 2007).

Investigadores como Mero et al. (2019) han encontrado
lugares en la cuenca baja del Rio Guayas y sus afluen-
tes donde existe contaminacion por Cd vy este supera
los limites maximos permisibles en sedimento segin
normas canadienses y ecuatorianas. Este es absorbido
por la fauna y la flora introduciéndose en la cadena
alimenticia (Irwin et al., 1997). Los efectos toxicos del
Cd pueden ocurrir con el aumento de las posiciones
troficas (Croteau et al., 2005; Croteau y Luoma, 2005).

Sin embargo, autores como Nakayama et al. (2010) in-
dican que los bajos niveles de Cd generalmente estan
inversamente correlacionados con el nivel trofico. Los
valores de ingesta varian de acuerdo los habitos ali-
menticios de cada individuo. Una ingesta prolongada
de Cd genera graves dafios a la salud, segln la OMS,
la ingesta semanal tolerable de Cd es 0.007 mg/kg
suponiendo un peso corporal de 60 kg (World Health
Organization, 2011).

A pesar de los resultados obtenidos en la investigacion
donde se demuestra que la concentracion de Cd en mus-
culo esta por debajo de los limites maximos permisibles
seglin normativa nacional e internacional se debe tener
en cuenta la ingesta prolongada de otros alimentos con-
taminados por Cd de alto consumo en Ecuador.

Finalmente, se comprueba la hipo tesis al correlacio-
nar las variables biométricas con la concentracion de
Cd existente en las especies y esta es inversamente
proporcional a la longitud total y el peso, mientras
que esta directamente correlacionada con la madurez
sexual de cada especie.

Conclusiones

Se evidenci6é concentracion de Cd en musculo de las
dos especies, pero estuvieron por debajo del limite de

cuantificacion. Contrariamente en higado de las es-
pecies seleccionadas se evidencié una mayor concen-
tracion, para H. microlepis el valor maximo de con-
centracion de Cd en higado fue de 0,0064, en cambio
en P. boulengeri fue de 0,63, valores que superan los
limites maximos permisibles (0,05 mg/Kg) establecido
por la Union Europea (2019).

Las variables biométricas no presentaron diferencias
significativas para la H. microlepis entre las diferen-
tes localidades (p>0.05). El promedio de talla en H.
microlepis fue de 26,95. Con respecto al peso, tam-
poco se apreciaron diferencias significativas entre las
localidades (p>0.05), con un peso promedio de 168.66
g. Mientras que para P. boulengeri presento6 una talla
promedio de 19.5 cm y un peso de 104.75 g.

El nivel de Cd entre las dos especies presento diferen-
cias significativas.

Recomendaciones

®  Determinar la concentracion de Cd en otras espe-
cies de peces de aguas continentales.

®  Analizar niveles de Cd de las mismas especies re-
colectadas en el presente estudio en una época
distinta.

®  Expandir el area de estudio a lo largo de toda la
vertiente occidental ecuatoriana.

® Determinar la concentracion de otros metales
pesados en peces de alto consumo de aguas con-
tinentales.

® |Investigar porque hay mayor porcentaje de hem-
bras que de machos en las especies estudiadas.
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Resumen

Este estudio se realizd con el objetivo de caracterizar la geologia y mineralogia de las vetas
“San José” y “La Arenosa” de la mina Santa Marianita, la concesion minera Murciélagos, Vizcaya
perteneciente a la empresa minera Blacio Aguilar, localizada en el cantén Zaruma, Provincia de
el Oro, en el suroccidente del Ecuador. Las estructuras mineralizadas en mencion pertenecen al
distrito minero Zaruma-Portovelo con dominio estructural de rumbo norte - sur y tendencia de
buzamiento hacia el este. Se definio la paragénesis mineral por analisis macroscopicos de muestras
de mano, analisis microscopicos de laminas delgadas y secciones pulidas que determinaron la
composicion mineraldgica para la respectiva interpretacion y comparacion entre ambas vetas.
Se realizaron mapas geologicos a partir de mapas topograficos a escala 1:200 digitalizados en
el software AUTOCAD. En las secciones pulidas se encontraron sulfuros, oxidos y carbonatos
junto a indicadores geologicos que definieron al depésito como un yacimiento epitermal de baja
sulfuracion.

Palabras claves: mineralogia, rumbo, buzamiento, paragénesis, yacimiento epitermal.

Abstract

This study aimed to characterize the geology and mineralogy of the “San José” and “La Arenosa”
veins of the Santa Marianita concession to the company Minera Blacio Aguilar located in the Zaruma
canton, Province of El Oro, in southwestern Ecuador. The mineralized structures in question belong
to the Zaruma-Portovelo mining district with a structural dominance of a north - south direction
and a tendency to dive to the east. Mineral paragenesis was defined by macroscopic analysis
of hand samples, microscopic analysis of thin sheets and polished sections that determined the
mineralogical composition for the respective interpretation and comparison between both veins,
for this purpose geological maps were made from topographic maps to 1: 200 scale digitized in
AUTOCAD software. Sulphides, oxides and carbonates were found in polished sections along with
geological indicators that defined the deposit as a low sulfidation epithermal deposit.

Keywords: minerology, heading, diving, paragenesis, rhyolite, epithermal deposit.

aurifera  polimetdlica  Zaruma-Portovelo.

mineraldgica de las vetas “San José” y “La Arenosa”

El aprovechamiento de los minerales metalicos es
la principal actividad de sustento economico para
la poblacion del canton Zaruma. La parroquia rural
Malvas que pertenece a su jurisdiccion territorial,
tiene caracteristicas geolodgicas y sistemas de
mineralizacion tipicos del subdistrito minero El Oro
que ocupa la parte SE de la faja de mineralizacion

* Correspondencia del autor:
E-mail: luiv_93@hotmail.com

estudio pretende dar a conocer el control técnico
y geoldgico de labores mineras de exploracion y
explotacion dentro de los limites de la concesion
minera Murciélagos-Vizcaya en la Mina Santa
Marianita que pertenece a la empresa Minera Blacio
Aguilar, pues se requiere una extraccion optima de
minerales y métodos precisos para la busqueda de
futuras reservas.
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Los estudios geoldgicos cerca de la zona de estudio
y trabajos previos en galerias y subniveles de
explotacion sugieren que el potencial minero para la
extraccion de minerales metalicos es el motivo para
caracterizar geologica y mineraldgicamente las vetas
“San José” y “La Arenosa”, estructuras que atraviesan
el area de la concesion minera Murciélagos-Vizcaya en
labores de exploracion y explotacion bajo el régimen
de pequefia mineria.

La evaluacion geologica y mineralégica de estas
estructuras mineralizadas sera posible a través
del mapeo geologico, muestreo de labores y
levantamientos ~ topograficos  que permitiran
caracterizar el yacimiento. Una vez concluidos
los trabajos de campo y laboratorio, ademas del
respectivo analisis e interpretacion de resultados,
sera posible optimizar el impacto economico para la
empresa, debido a que las labores mineras futuras
estaran sujetas al modelo geoldgico minero que se
propone a continuacion.

Gracias a la exploracion minera moderna es posible
reconocer y estudiar todo tipo de afloramientos y

filones hidrotermales.

Metodologia

Se ha desarrollado el siguiente trabajo con cuatro
etapas que son: trabajo de campo, actividades
de laboratorio, trabajos de gabinete y analisis de
resultados.

Trabajo de campo

El trabajo se inicid con el levantamiento topografico
subterraneo mediante cinta y brujula y sus resultados
fueron graficados mediante el software AUTOCAD
2019. El mapeo geoldgico en el interior de la mina se
realizd en conjunto con el levantamiento topografico
subterraneo y consisti6 en el levantamiento de la
informacion geoldgica, mineraldgica y estructural a
una la escala de 1:200.

El muestreo para obtener muestras de mano para
descripciones macroscopicas detalladas se realizo
a un intervalo de 25 metros con la extraccion de 34
muestras, asi como 2 para secciones delgadas y 7
para secciones pulidas; para esto fueron considerados
los cambios de texturas y mineralogia a lo largo de
las vetas “San José” y “La Arenosa”. El muestreo
para analisis quimico de laboratorio tuvo el mismo
criterio de eleccion en cuanto a puntos de interés,
considerando ademas las texturas de las menas y tipos
de mineralizacion, seleccionando 10 puntos para el
analisis de los elementos Au, Ag y Cu.

Actividades de laboratorio

Corresponde a los analisis quimicos de laboratorio
de los muestreos seleccionados en 10 puntos o zonas
de interés de las vetas “San José” y “La Arenosa”
que consideran variacion geoldgica, mineraldgica y
estructural a lo largo de las estructuras mineralizadas
en estudio.
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Se considera también parte de esta actividad el
analisis y descripcion macroscopica de 34 muestras
de mano ademas de la descripcion microscopica de
2 secciones delgadas para rocas de caja de dificil
diagndstico y 7 secciones pulidas para caracterizar la
mineralogia de las vetas.

Trabajo de gabinete

Corresponde a la recopilacion de informacion de
investigaciones anteriores como antecedentes
bibliograficos para la base del siguiente estudio. Se
incluyen también el proceso de elaboracion de mapas
topograficos y geoldgicos con la utilizacion de software
AUTOCAD y ARCGIS, ademas de la preparacion del
siguiente escrito.

Analisis de los resultados

Con la descripcion de muestras de mano tomadas de
material de veta y roca de caja a nivel macroscopico
fue posible identificar mineralogia, asociaciones
y alteraciones hidrotermales siendo posible la
interpretacion y relacion de algln tipo de estructura
geoldgica con el yacimiento mineral.

Se consider6 evaluar las siguientes propiedades
de los minerales: color de mineral, color de raya,
brillo y transparencia ademas del tipo de fractura,
diafanidad, tenacidad y propiedades magnéticas.
Se evaluaron también otras propiedades como
el tamano absoluto y relativo de los cristales,
geometria y la clasificacion mineral presente en base
a la composicion mineralogica dominante. El analisis
modal de rocas de caja y veta se realizd en referencia
a una estimacion visual de la muestra macroscopica
utilizando tablas porcentuales de representacion de
ocurrencia mineral.

La descripcion microscopica de 2 secciones delgadas
para el estudio petrografico de rocas de caja de dificil
diagnodstico en la veta “San José” se realiz6 con el
objetivo de definir la composicion mineralogica del
tipo de roca que presenté una variacion geologica
y estructural con la roca de caja madre descrita
macroscopicamente con muestras de mano.

La descripcion de 7 secciones pulidas se realizd con
el objetivo de definir la composicion mineraldgica de
la veta “San José” y “La Arenosa”, siendo posible la
identificacion de sulfuros no distinguibles mediante
descripciones macroscopicas de muestra de mano,
pudiendo ademas definir la paragénesis mineral para
las 2 vetas. Para el analisis porcentual de porcentajes
de mineral se utilizaron los mismos criterios de las
descripciones microscopicas de secciones delgadas.

Resultados

Descripcion de muestras de mano

A partir del analisis macroscopico de muestras de
mano de las vetas “San José” y “La Arenosa” se
definié la composicion mineraldgica de los sistemas
mineralizados y se realizd la comparacion entre
ambas vetas. Se definieron también texturas de mena
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y ganga, asi como alteraciones las hidrotermales
presentes.

En la veta “San José” predominan los sulfuros de
cobre, hierro y plomo, ademas de silicatos, oxidos y
carbonatos de cobre a lo largo de toda la extension
longitudinal del cuerpo mineralizado. La alteracion
hidrotermal predominante es la alteracion propilitica
que involucra epidota, clorita, carbonatos, ademas de
sericita, pirita y oxidos de hierro junto a la alteracion
argilica caracterizada por la formacion de minerales
arcillosos.

En la veta “La Arenosa” la cantidad de sulfuros,
carbonatos de cobre vy silicatos es menor en relacion
a la veta “San José” pero los Oxidos se encuentran
en mayor porcentaje. La alteracion hidrotermal
predominante es la alteracion argilica, junto a la
alteracion propilitica en menor proporcion.

En base a la descripcion macroscopica de muestras de
mano con mineralogia predominante de plagioclasas,
feldespatos, piroxenos, minerales maficos y cuarzo se
determind que la roca de caja en la veta “San José”
y “La Arenosa” es una andesita con variedades de
andesita horbléndica si predominan la horblenda y
andesita piroxénica si predominan los piroxenos.

En la caracterizacion mineraldgica de la veta “San
José” se identificaron los siguientes minerales de
mena: pirita, calcopirita, esfalerita, galena, bornita,
tennantita - tetraedrita, covelita, azurita y malaquita,
acompanados de minerales de ganga como cuarzo,
carbonatos, hematita y adularia.

Dentro de las texturas de mena encontradas se
definen texturas de crecimiento primario como son
las texturas crustiforme y coloforme en casi toda la
extension longitudinal de las vetas.

En la caracterizaciéon mineralogica en la veta “La
Arenosa” se han identificado los siguientes minerales
de mena: pirita, calcopirita, bornita, covelita
acompanado de cuarzo como principal mineral de
ganga.

Como texturas de mena presente se destacan la
textura crustiforme y coloforme.

Descripcion microscopica de secciones delgadas
Dos zonas de dificil diagnéstico por fuerte grado de
alteracion de la roca encajante de las vetas” San José”
fueron descritas a través de 2 secciones delgadas:

Muestra vsn-012

La descripcion microscopica de la seccion delgada
VSN-012 y la ubicacién por su composicion mineral
con el Diagrama QAPF (Figura 1) define a la roca como
una roca ignea extrusiva con xenolitos deformados
alargados de 0.5 a 4 cm, la mineralizacion esta
compuesta por clorita, epidota y sericita alterada a
esmectita. Se define la roca como una toba riolitica.
(Figura 2).

Muestra vsn-020

La descripcion microscopica de la seccion (VSN-
020) define a la roca como riolita, textura porfidica
caracterizada por la presencia de cuarzo, fenocristales
de clorita, epidota y remanentes de plagioclasas,
un alto grado de alteracion puede observarse en
este analisis dominado por la presencia de arcillas y
sericita.

riolita de
feldespato,
alcaling

g
alealing

traguita 5

de s g

1
traquita foidal
de feldespata
alcaling

basanita (01 > 10%)
tefrita (01 < 10%)

Figura 1. Diagrama QAPF para clasificacion de rocas de dificil diagnostico en area de estudio, muestra VSN-020.
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100 pm

Figura 2.Vista en microscopio petrografico de seccion delgada VSN-012, Microfotografia A en nicoles Il , Microtofografia B en

nicoles X Aumento 4X.

Descripcion microscépica de secciones pulidas

Se realizd la descripcion de 7 secciones pulidas
para el estudio de la composicion mineraldgica de
la veta “San José” y “La Arenosa”, distribuyendo 6
secciones pulidas para la primera veta debido a su
variada mineralogia y 1 seccion pulida para la segunda
estructura mineralizada debido al bajo porcentaje
de minerales en relacion a la primera estructura
mineralizada y un fuerte grado de alteracion de la
roca por oxidacion de sulfuros debido al agua que
circula por fracturas.

MUESTRA VSS-001

Se identifica una matriz de cuarzo y clorita con
sulfuros asociados: pirita y calcopirita. Se distingue
limonita alrededor de la calcopirita diseminada, lo
que indica una alteracion de los minerales de hierro.

Se establece cuarzo como mineral principal de
la matriz, en donde se han incrustado cristales
euhedrales a subhedrales de pirita, asociados a
calcopirita xenomorfa.

Con inmersion en aceite se aprecia limonita isotropa
con incrustaciones de minerales aciculares de alta
reflectividad (posiblemente Pirrotina), asociados a
calcopirita xenomorfa.

La estimacion visual de la seccion pulida establecio
la siguiente ocurrencia mineral: cuarzo (35%), Clorita
(3%), Limonita (4%), Pirita (40%) y Calcopirita (18%).

MUESTRA VSS-005

Se identifica: Pirita, Calcopirita, Calcosina y Bornita,
formando una mena masiva con una matriz de cuarzo.
Se presenta ademas minerales de alteracion argilica
(limonita).

Se observamatrizde cuarzo concristales relativamente
grandes de pirita y calcopirita) alterada, ademas
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de cristales de calcosina reemplazando a la pirita
y parcialmente a la calcopirita. Un analisis mas a
detalle sugiere la alteracion de calcopirita (subhedral)
a calcosina.

La estimacion visual de la seccion pulida establecio la
siguiente ocurrencia mineral: Cuarzo (5%), Limonita
(2%), Pirita (10%), Calcopirita (30%), Calcosina (5%),
Bornita (3%), otros sulfuros (45%).

MUESTRA VSN-001

Se identifica: Pirita y Calcopirita, diseminadas a
lo largo de la matriz de y roca encajante, con una
alteracion superficial. En los extremos de la seccion
pulida se puede identificar calcosina asociada a
calcopirita.

Se observa calcopirita con incrustaciones de pirita
xenomorfa. En la seccion es posible identificar
reflexiones internas propias del borde del mineral en
sus inicios de alteracion.

Pirita subidiomorfa y calcopirita estan en asociacion
con granos de cuarzo.

La estimacion visual de la seccion pulida establecio la
siguiente ocurrencia mineral:

Cuarzo (13%), Pirita (8%), Calcopirita (21%), Calcosina
(3%), Otros (55%).

MUESTRA VSN-002
Se identifica Cuarzo, pirita y Calcopirita asociados a
Malaquita, Calcosina y covelina.

Se observa cristales idiomorfos de pirita (Py)
en cristales xenomorfos de calcopirita (Cpy), es
posible la asociacion con Tetrahedrita (no posible la
identificacion-habito particular).
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Se identifica alteraciones (Cc y Cv) en los bordes de
los granos de la calcopirita lo que indica un evento de
reemplazo mineral.

La estimacion visual de la seccion pulida establecio la
siguiente ocurrencia mineral: Cuarzo (20%), Malaquita
(6%), Pirita (10%), Calcopirita (25%), Calcosina (3%),
Covelina (3%), Otros (33%).

MUESTRA VSN-005

Se observa mena con vetillas de cuarzo masivo y
en forma de drusa rellenando microfracturas. La
mineralizacion se encuentra en la roca de caja y esta
compuesta de: sulfuros (pirita, Calcopirita), Bornita
y Calcosina; 6xidos Hematita-limonita y minerales
alterados de cobre-carbonatos Malaquita. Puede
observarse Pirita sobre calcopirita alterandose a
Covelina.

La estimacion visual de la seccion pulida establecio la
siguiente ocurrencia mineral: Cuarzo (8%), Hematita
(3%), Limonita (2%), Malaquita (14%), Pirita (10%),
Calcopirita (35%), Calcosina (10%), Covelina (7%),
otros (11%).

MUESTRA VSN-016

Se observa una vetilla de cuarzo de 2cm de
potencia sin mineralizacion. Se aprecian sulfuros:
Calcosina (Cc), Calcopirita sobre pirita asociada
a microcristales de cuarzo. La alteracion de los
minerales de cobre ha dado lugar a la formacion de
carbonatos Malaquita diseminada y Covelina.

Se identifica Calcopirita xenomorfa en pirita
idiomorfa ademas de hematita alrededor de cuarzo
y pirita. No se observan fases de alteracion.

La estimacion visual de la seccion pulida establecio
la siguiente ocurrencia mineral: Cuarzo (30%),
Malaquita (3%), Pirita (27%), Calcopirita (12%),
Calcosina (10%), Covelina (3%), otros (15%).

MUESTRA VAN-001

Se observa matriz de cuarzo con clorita diseminada,
presente en asociaciones de sulfuros: Pirita,
Calcopirita y Covelina. Se distingue Hematita
alrededor de la pirita y Limonita en la interfase mena-
caja. Se identifico calcopirita alterandose a covelina
con formacion posterior de pirita idiomorfa.

Se observa también malaquita (Ml) en granos de
calcopirita alterado.

La estimacion visual de la seccion pulida establecio la
siguiente ocurrencia mineral: Cuarzo (55%), Hematita
(9%), Limonita (11%), Pirita (10%), Calcopirita (5%),
Covelina (3%), otros (%7).

Un ejemplo de las principales muestra de secciones
pulidas obeservadas en el microscopio de luz reflejada
se presenta en la figura 3 ( VSS-005, VSN-002 Y VSN-016).

Paragénesis mineral

Los minerales presentes en la veta se caracterizan por
varias fases de apertura y relleno de fluidos atribuidos
a diferentes procesos hidrotermales.

Por encontrarse en la zona de oxidacion en estas
estructuras mineralizadas la descomposicion de
la calcopirita forma calcosina, covelina, cuprita y
malaquita, pero suele estar siempre asociado con
bornita. La alteracion de sulfuros puede formar
carbonatos, sulfatos, oxidos e hidroxidos. La pirita en
la veta “La Arenosa” suele transformarse en limonita
debido al contacto con la atmosfera pasando de
sulfuro de hierro a hidroxido de hierro y por reemplazo
puede pasar de pirita a esfalerita, calcopirita,
bornita, galena y covelina través de enriquecimiento
secundario de Ag y Cu. La pirrotina encontrada en
la veta “San José” suele reemplazar a la pirita. La
bornita suele ser reemplazada por covelina, mientras
que la calcosina por pirita.

Analisis de resultados de laboratorio para elementos
Au, Ag eny Cu.

Los elementos de interés para complementar la
caracterizacion geologica y mineraldgica de las vetas
San José y La Arenosa son: Oro, Plata, y Cobre.

El andlisis quimico de las muestras se realizd en el
Laboratorio Golden Lab ubicado en el canton Portovelo,
el oro fue determinado por el método de ensayo al
fuego con terminacion en espectrofotometria de
absorcion atomica (EF-AA) y el cobre se determind por
espectrofotometria de absorcion atomica AA).

En base a la caracterizacion mineraldgica de las vetas
“San José” y “La Arenosa” junto a los resultados en (g/
ton) y (%) de los elementos quimicos de interés para el
presente estudio se define a la veta “San José” como la
estructura mineralizada con valores mas representativos
en ley mineral, atribuidos a mineralizacién dominante
de sulfuros de cobre y hierro ademas de oxidos junto
a carbonatos, parametros no representativos para
resultados de ley mineral en la veta “La Arenosa”.

Los resultados de andlisis quimico de laboratorio
para este estudio se recogen en base a un total de 10
muestras que se refieren como anexos del siguiente
trabajo en la tabla 1.

Discusion

Integrando los parametros geoldgicos que se
analizaron en el siguiente estudio producto de
analisis microscopicos macroscopicos y quimicos
de las muestras tomadas en las vetas “San José” y
“La Arenosa” mediante los métodos de muestreo
por canales y volumétricos junto a sus respectivas
interpretaciones realizadas, se elaboraron dos
mapas geologicos para la zona de estudio divididos
en 3 secciones para los sectores centro, sur y norte
de la veta “San José” y 1 seccion para la veta “La
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Arenosa” representados sobre el mapa topografico
base a escala 1:200. El objetivo del mapeo de las
mencionadas estructuras mineralizadas fue definir
su caracterizacion litologica, mineraldgica, las

estructuras presentes y sus texturas. Se realizd
también el analisis de la roca estéril o roca de caja
como, asi como el de las vetas siendo estas analizadas
in-situ y complementadas con un estudio detallado

vss-001 ®

VSS-005

Figura 3. ista de principales secciones pulidas en microscopio de luz reflejada, objetivo de aumento 10X en nicoles Il.
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Tabla 1. Resultados de analisis quimicos de muestreos
realizados para elementos Au y Ag en (g/ton) y Cu en (%).

HoeT Orototl  Plaratotal €U Cobre
E.F E.F AA
VSJN-001 3,33 93,73 3,88
VSJN-002 0,33 104,53 2,40
VSJN-003 1,67 17,07 0,62
VSJN-005 0,47 77,07 2,16
VSJS-001 0,27 65,87 3,38
VSJS-002 0,27 10,07 0,27
VAS-001 0,67 16,53 0,15
VAS-002 0,33 11,80 0,19
VAS-003 0,13 3,20 0,11
VAS-004 0,20 3,80 0,12

de secciones delgadas y secciones pulidas, resultados
que se presentan en este capitulo. Finalmente, con el
estudio por analisis quimico se defini6 la concentracion
en g/ton de los elementos Au, Ag y en % para Cu para
determinar entre las 2 vetas la zona mineralizada con
mayor interés econdomico con el objetivo de planificar
futuras labores mineras subterraneas.

Conclusiones

La investigacion realizada en la zona de estudio
definio estructuras mineralizadas en forma de vetas
con orientacion preferencial N-S y ligeras variaciones
NO-SE y NESO y zonas de falla con orientacion
preferencial SE, confirmando el modelo estructural
definido para el distrito minero Zaruma - Portovelo
(Bonilla, 2009).

La mineralizacion de la veta “San José” esta dominada
por sulfuros de cobre, sulfuros de hierro, oxidos y
silicatos. La alteracion de minerales de cobre dio
lugar a la formacion de carbonatos.

Se encontraron estructuras tipo stockworks que
aparecen en la veta “San José” producto de un
fracturamiento no tan amplio para el relleno de
soluciones mineralizantes por consiguiente no se
forman vetas sino vetillas de pocos milimetros de
espesor que no representan mineral economicamente
rentable.

La mineralizacion en la veta “San José” esta
relacionada a las texturas de relleno crustiforme y
coloforme donde las leyes minerales fueron mayores
en relacion y comparacion a la veta” La Arenosa”.

La mineralizacion en la veta” La Arenosa” presenta
un porcentaje menor de carbonatos, los oxidos son
mas frecuentes en relacion a la veta “San José”

mientras que sulfuros de cobre y hierro aparecen en
porcentajes bajos.

La evaluacion de los resultados del analisis quimico de
los elementos Au, Ag y Cu realizados por muestreos en
las vetas “San José” y “La Arenosa” definen a la veta
“San José” como la estructura mineral que representa
mayor interés econoémico en relacion a la veta “La
Arenosa” donde las leyes minerales para los tres
elementos analizados fueron relativamente mas bajas.

La interpretacion de analisis mineralogico definio la
paragénesis de las vetas “San José” y “La Arenosa”
caracterizada por los minerales cuarzo, calcopirita,
pirita, esfalerita, y en menor proporcion hematita,
bornita, covelina y calcosina confirmando y
relacionando la hipotesis de Bonilla (2009) que
describe  como minerales primarios de mena a
la pirita, calcopirita, bornita, galena junto a la
tetraedrita-tennatita, plata, oro y como minerales
de enriquecimiento secundario como la covelina y
la calcosina con el cuarzo como mineral dominante
de ganga.

Las vetas “San José” y “La Arenosa” se formaron
a poca profundidad en relacion a la superficie
Guilbert y Park (1986), definen a los yacimientos
que se forman bajo esta condicion como depdsitos
epitermales producto de volcanismo con actividad
hidrotermal que se da a poca profundidad y bajas
temperaturas.

En los depdsitos de baja sulfuracion predominan las
vetas asociados estructuras tipo stockworks (Bonilla,
2009). En la veta” San José” en base a este tipo de
estructuras se caracterizo este yacimiento como un
deposito epitermal de baja sulfuracion (Arribas y
Hedenquist, 2000).

Se definen 2 tipos de alteracion hidrotermal para
las estructuras mineralizadas que son motivo de
estudio: alteracion argilica en la veta” La Arenosa”
representada por la presencia de minerales arcillosos
y alteracion propilitica para la veta “San José” donde
la epidota y plagioclasas alteradas son indicios de
este tipo de alteracion.

Los resultados de analisis quimico de laboratorio
para Au y Ag expresado en g/ton ademas de Cu en %
para la veta “San José” son mas representativos en
relacion a la veta “La Arenosa” debido a un mayor
porcentaje de mineralogia presente constituida
principalmente por sulfuros de cobre y hierro,
oxidos, carbonatos vy silicatos.

Recomendaciones

Se recomienda mantener actualizada la base
topografica subterranea en los frentes de trabajo de
las vetas “San José” y “La Arenosa” con el objetivo
de controlar los avances en las labores de trabajo y
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planificar proyectos que definan la exploracion para
busqueda de nuevas estructuras mineralizadas.

Continuar a medida que avancen los trabajos
de explotacion con la documentacion de mapas
geologicos de las vetas “San José” y “La Arenosa” y
su respectiva interpretacion realizando la evaluacion
y elaboracion de criterios como posible solucion a
situaciones que puedan interrumpir el normal
seguimiento para la explotacion de las estructuras
mineralizadas.

Se recomienda efectuar constantes muestreos
channel sampling y grab sampling para analisis
quimico en las vetas “San José” y “La Arenosa”
para mantener un control continuo y una correcta
seleccion del material que se extrae en cada frente
de trabajo. Para la planificacion de nuevos frentes
de trabajo con objetivo de extraccion de material de
mena, se recomienda la valoracion de los resultados
de analisis quimicos en Au, Ag en (g/ton) y Cu en
% antes de la ejecucion de labores que permitan la
extraccion del mineral.

Se recomienda realizar pozos, subniveles y rebajes
donde los estudios geoldgicos y analisis geoquimicos
de muestreos en las vetas tengan relacion de
interés de tal manera que el impacto siempre sea
econémicamente positivo para la empresa.

Deberia considerarse lugares de interés para la
explotacion y extraccion de material en vetas donde
se presenten las texturas coloforme y crustiformes
complementando su asociacion con el cuarzo
cristalino, la magnetita y la esfalerita considerando
también que en las zonas de brecha donde exista una
significativa concentracion de minerales de cobre es
factible la extraccion de material con una correcta
explotacion selectiva.
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