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Resumen

Durante varios afios, en diferentes paises del mundo, se han realizado procedimientos
estandarizados para la evaluacion ecotoxicolégica de sustancias quimicas que
contaminan el medio ambiente, para lo cual se desarrollan una serie de bioensayos que
determinan los efectos toxicos de aquellas sustancias en los organismos y en los
ecosistemas, favoreciendo la proteccion ambiental; pero, en nuestro pais y
particularmente en nuestra provincia, han sido poco desarrollados y tomados en cuenta.
Dada la anterior explicacion, se realizO el presente trabajo de tipo descriptivo y
correlacional con disefio experimental mediante ensayos ecotoxicolégicos in situ de
toxicidad aguda, desarrollado en el Laboratorio de ecotoxicologia de Escuela de
Ingenieria Quimica de la Facultad de Ciencias Matematicas, Fisicas y Quimicas de la
Universidad Técnica de Manabi, de la ciudad de Portoviejo, durante el periodo de
Marzo de 2015 hasta Agosto de 2015; con una poblacion de 150 organismos de la
especie pez guppy (Poecilia reticulata) de menos de 24 horas de nacidos. El objetivo
principal fue estandarizar el protocolo para la evaluacion ecotoxicolédgica de agua dulce
mediante la determinacion de la CLso de dicromato de potasio en el pez guppy. Los
resultados de la investigacion determinaron que todos los grupos de organismos
expuestos a diferentes concentraciones preparadas con dicromato de potasio presentaron
mortalidad a partir del 10%, a excepcion del grupo control en agua dulce; siendo el
grupo de 1,0 ppm el que presentdé el mayor porcentaje de mortalidad con el 50%;
ademas los grupos de 0,25 y 0,50 ppm, evidenciaron un resultado igual de mortalidad,
es decir del 40%; la dosis-respuesta fue del 100% de letalidad a una concentracion de
solucion de 1,0 ppm de dicromato de potasio. Con este trabajo se logrd estandarizar un
protocolo ecotoxicologico para la evaluacion quimico-ambiental de agua dulce
mediante la determinacion de la CLso de dicromato de potasio en el pez guppy que

servira para futuras investigaciones de importancia cientifico-académica.

PALABRAS CLAVE: Ecotoxicologia; Estandarizacion; Bioensayo; CLso; Dicromato

de potasio; Pez guppy (Poecilia reticulata).
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Summary

For several years, in different countries of the world, standardized procedures for the
Ecotoxicological evaluation of chemicals that pollute the environment, have been made
to develop a series of bioassays that determine the toxic effects of substances in
organisms and ecosystems, favouring environmental protection; but, in our country, and
particularly in our province, they have been little developed and taken into account.
Given the previous explanation, was carried out this work of descriptive and
correlational type with experimental design through trials ecotoxicological on-site acute
toxicity, developed in the laboratory of ecotoxicology of school of chemical engineering
of the Faculty of mathematical sciences, physical and chemical of the University
technique of Manabi, in the city of Portoviejo, during the period of March 2015 to
August 2015; with a population of 150 bodies of guppy fish species (Poecilia
reticulata) born less than 24 hours. The main objective was to standardize the Protocol
for the Ecotoxicological evaluation of freshwater through the determination of the LCso
for the guppy fish potassium dichromate. The results of the research determined that all
groups of organisms exposed to various concentrations prepared with potassium
dichromate had mortality from 10%, with the exception of the group control in fresh
water; being the Group of 1.0 ppm, which presented the highest percentage mortality
with 50%; In addition the 0.25 and 0.50 ppm groups, showed a result equal mortality,
i.e. 40%; the dose-response was 100% fatality at a concentration of 1.0 ppm of
potassium dichromate solution. This work is managed to standardize a protocol
ecotoxicological quimico-ambiental assessment of freshwater through the determination
of LCso of potassium dichromate in the fish guppy which will serve for future

investigations of scientific-academic importance.

KEY WORDS: Ecotoxicology; Standardization; Bioassay; LCso; Potassium

dichromate; Fish guppy (Poecilia reticulata).
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1. Tema

ESTANDARIZACION DEL PROTOCOLO ECOTOXICOLOGICO PARA LA
EVALUACION QUIMICO-AMBIENTAL DE AGUA DULCE MEDIANTE LA
DETERMINACION DE LA CL50 DE DICROMATO DE POTASIO EN PEZ GUPPY
(POECILIA RETICULATA). UNIVERSIDAD TECNICA DE MANABI, 2015.



2. Planteamiento del Problema

2.1. Introduccién

Los peces suelen ser muy sensibles a la contaminacion, por lo cual estan
desapareciendo del agua cercana a zonas urbanas, donde anteriormente habitaban
mayormente. Por esta razon algunas entidades de investigacion desarrollan
estandarizaciones protocolizadas para ejecutar ensayos bioldgicos, sea de toxicidad
aguda o croénica, dada la importancia ecoldgica que presentan un gran nimero de esta
especie, ademas de ser una especie muy vulnerable. (Silva, y otros 2007, 39)

El dicromato de potasio, K2Cr20z, es un reactivo quimico inorganico comun, que
habitualmente se utiliza como un agente oxidante en diversas aplicaciones de
laboratorio y la industria. Al igual que con todos los compuestos de cromo hexavalente,
puede provocar toxicidad aguda y crénica que es perjudicial para la salud y debe
manipularse y eliminarse de manera apropiada. (Docsetools 2015)

Entre los principales sintomas y efectos del dicromato de potasio estan la
irritacion y corrosion, las reacciones alérgicas, tos e insuficiencia respiratoria. Los
cromatos y dicromatos, como enérgicos oxidantes, pueden producir quemaduras y
oxidaciones sobre la piel y las mucosas asi como irritaciones en las vias respiratorias
superiores. (Merck 2014)

El objetivo de esta investigacion es el determinar los efectos de la toxicidad
aguda en peces guppy del dicromato de potasio. Para describir la toxicidad del
dicromato en el organismo del pez guppy en los organismos se incluird datos de la
concentracion letal media (CLso).

El Estudio se realizd en la Universidad Técnica de Manabi de la ciudad de
Portoviejo, provincia de Manabi — Ecuador, en el area de Laboratorio de Ecotoxicologia
durante los meses de Marzo de 2015 hasta Agosto de 2015.



2.2. ldentificacion del problema

Las evidencias de que el desarrollo industrial, el crecimiento de la poblaciény la
sobre-explotacion de los recursos naturales han conducido a una severa degradacion
ambiental, son tan evidentes que se ha generado una gran preocupacion a nivel nacional
e internacional por la conservacion del ambiente, de manera que el desarrollo humano
sea viable. (Gold-Bouchot y Zapata-Pérez 2004, 278)

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), menos del
10% de los municipios de Latinoamérica trata los desechos en forma adecuada antes de
descargarlos en los cursos de agua naturales, y las plantas de tratamiento de aguas
residuales y efluentes industriales frecuentemente estan fuera de servicio o directamente
no existen. (Herkovits y Pérez-Coll 2006, 17)

En la practica de actividades industriales, de desarrollo, investigativas y de
educacidn, se producen residuos quimicos de alta peligrosidad que necesitan una debida
manipulacion y medidas que favorezcan un manejo con criterio y respetando al medio
ambiente. (Vaca Alvarez 2012, 1)

En el Ecuador y especificamente en la provincia de Manabi, se cuenta con muy
pocos datos sobre el nivel de toxicidad aguda que produce en el organismo humano o
animal, y en este caso del pez guppy, el uso de dicromato de potasio, para establecer
pardmetros que determinen su manejo adecuado y prevenir riesgos en la salud y
determinar sus efectos.

Es de gran interés para la Universidad Técnica de Manabi, y en especial para la
Carrera de Ingenieria Quimica estandarizar un protocolo que evalUe la ecotoxicidad del
pez guppy mediante la determinacion de la CL50 de dicromato de potasio, en nuestro

medio.
2.3. Formulacion del problema

De acuerdo a lo expuesto, nos planteamos la siguiente interrogante:

¢Se puede establecer un protocolo para la evaluacion ecotoxicologica en agua
dulce mediante la determinacion de la CL50 de dicromato de potasio en el pez guppy
(Poecilia reticulata), en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la Universidad Técnica de

Manabi?



¢Cudles son los pardmetros y procedimientos necesarios para la evaluacion
ecotoxicoldgica de agua dulce, mediante ensayos de CL50 en el pez guppy (Poecilia
reticulata) con dicromato de potasio como sustancia patron?

¢Como se lograra exponer al pez guppy a diferentes concentraciones de
dicromato de potasio para estandarizar su CL50, en el Laboratorio de Ecotoxicologia de
la Universidad Técnica de Manabi?

¢Qué meétodos se emplearan para identificar y tabular los resultados obtenidos
mediante la relacion dosis — respuesta, para determinar su CL50?

¢Qué equipos, accesorios y reactivos necesarios se utilizaran para la
estandarizacion del protocolo de evaluacion ecotoxicoldgica de agua dulce mediante

ensayos en pez guppy?
2.4. Delimitacién del problema

Este trabajo de investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Ecotoxicologia
de la Escuela de Ingenieria Quimica perteneciente a la Universidad Técnica de Manabi.
En el cual se abarcé el analisis de pez guppy (Poecilia reticulata) como especie de
estudio y su exposicion a una sustancia toxica la cual se escogié como referencia al
dicromato de potasio, determinando su CL50 para medir su ecotoxicidad y el porcentaje
de mortalidad, identificando sus caracteristicas, efectos letales o subletales y los
resultados mas relevantes, lo cual se realiz6 bajo procedimientos estandares definidos en
la literatura.

El laboratorio de Ecotoxicologia, consta de mesones recubiertos con pintura
epoxica, instalaciéon de agua potable y agua residual, instalaciones eléctricas con puntos
de luz de 110 V y 220 V, aire acondicionado, botiquin de primeros auxilios con sus
respectivos materiales, EPP, extintor, modulares de aluminio - vidrio, complementando
el espacio fisico con lamparas y pizarra liquida, bajo las condiciones de la Escuela de
Ingenieria Quimica.

El presente trabajo de investigacion proyecto se realizé durante el periodo de
Marzo del 2015 hasta Agosto del 2015.



3. Revision de la Literatura y Desarrollo del Marco Tedrico

3.1. Antecedentes

La finalidad de la ecotoxicologia, es aportar datos sobre la peligrosidad que
constituye la presencia de compuestos toxicos sean naturales o antropogénicos en el
medio ambiente. (Capd Marti 2007, 15)

En el Ecuador, la contaminacion es un problema que aumenta en su pese a que
las autoridades, las organizaciones sociales y la poblacion en general realizan esfuerzos
para contrarrestar los efectos de este proceso destructivo. Existen aproximadamente
cuatro mil industrias, en especial en las ciudades de Quito, Guayaquil, Cuenca, Ambato
y Riobamba, las cuales se estima son las que producen mayormente los residuos
contaminantes con sustancias quimicas dafiinas como desecho de su produccion; y estos
contaminantes quimicos van a parar a las aguas residuales. (La Hora 2007)

En estudios realizados en los que se ha analizado el agua y al suelo en diferentes
sectores, muestran existen residuos de cromo, niquel y plomo, los cuales son sustancias
usadas por las industrias que desechan estos elementos sin las debidas precauciones.
Segun estudios realizados, el cromo es un metal pesado muy toxico que produce
lesiones cutaneas y que a largo plazo puede provocar cancer. (La Hora 2007)

En la provincia de Manabi, la contaminacion por parte de las empresas es uno de
los problemas que no han sido controlados por los gobiernos locales, por la falta de
personalidad al administrar los debidos controles y sanciones del caso. (La Hora 2007)

La razén primordial de utilizar a los peces como organismo de prueba tiene que
ver con su funcion y ubicacion en la escala acuética, debido a que se sitlan en distintas
posiciones dentro de los ecosistemas, y por ser especies acuaticas, se consideran dignos
representantes de los organismos mas desarrollados, por lo cual los efectos toxicos que
se pueden observar en ellos son més simples para analizar y estudiar, y ademas muchos
tipos de peces pertenecen a pesquerias de importancia comercial o son cultivados para
producir alimentos o como especies ornamentales. (Ramirez Romero y Mendoza Cantd
2008, 117)

“La evaluacion bioldgica de los efectos toxicos que producen los contaminantes

qguimicos sobre los organismos acuaticos es fundamental para establecer medidas de



control que restrinjan o limiten la contaminacion en los ecosistemas acuéticos
receptores de descargas” (Martinez-Jerénimo, Rodriguez-Estrada y Martinez-Jerénimo
2008, 153).

3.2. Justificacion

El cromo es un compuesto muy téxico que puede ser difundido enormemente en
el medio ambiente y actuar contaminando al ser desechado por diferentes tipos de
industrias. Esta sustancia con el tiempo puede ser acumulado en el entorno animal y
vegetal ingresando al organismo de los seres humanos provocando varias patologias
nocivas para el hombre. EI Cr (Ill) y Cr (VI) son los estados de oxidacion mas
frecuentes de dicho metal, especialmente como aniones de cromato, cromato &cido o
dicromato, los cuales tienen caracteristicas quimicas y bioldgicas distintas. (Rozas
Riquelme 2008, 2)

“Las fuentes habituales de aguas residuales que contienen grandes cantidades de
metales como el cromo, cadmio, cobre, mercurio, plomo y =zinc proceden,
principalmente, de limpieza de metales, recubrimientos, curados, refino de fosfato y
bauxita, generacion de cloro, fabricacion de baterias y tefiidos” (Alcivar Bazurto y Ledn
Macias 2011, 27).

“Los efectos que provocan sobre el medio ambiente son los siguientes:
mortalidad de los peces, envenenamiento de ganado, mortalidad de plancton,
acumulaciones en el sedimento de peces y moluscos” (Alcivar Bazurto y Ledn Macias
2011, 27).

Esta investigacion fue factible ya que se conté con el interés, motivacion, tiempo
y con los medios adecuados tanto técnicos como cientificos, ya que el estudio se
desarroll6 en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la Facultad de Ciencias Matematicas,
Fisicas y Quimicas; se cuenta con la facilidad para acceder a las fuentes de informacion
requeridas. Ademas la especie escogida como poblacion para la investigacion, es de

facil acceso y es muy comun.



3.3. Marco tedrico
3.3.1. Generalidades medioambientales

El medio ambiente es el entorno de todos los seres vivos del planeta junto con el
aire, el agua y el suelo, siendo el sitio donde se desarrolla su ciclo vital, el cual procura
mantener un equilibrio ecoldgico. La Tierra ha brindado muchos recursos a la
humanidad para mantener la vida, pero cuando comenzo el aumento de concentracion
en la poblacién con una actividad importante, empezaron a manifestarse los diferentes
tipos de contaminacién provocados por las aglomeraciones urbanas, entre ellos la
contaminacion del agua. (Cap6 Marti 2007, 9)

Los servicios que brinda el ecosistema engloban la participacién de los
organismos vivientes en la fabricacion de alimentos, el purificado y el reciclaje de
compuestos, proteccion, y produccion de recursos naturales, los cuales son necesarios
para el mantenimiento de la vida y especialmente necesarios para el ser humano.
(Herkovits y Pérez-Coll 2006, 15)

La polucion es un problema que siempre ha existido en el ambiente, en siglos
pasados era causado por los fendmenos propios de la naturaleza, que podian
manifestarse como las tormentas de arena, o las erupciones de los volcanes, entre otras;
pero desde hace varios afios este problema es provocado por la raza humana, cuyas
actividades influyen enormemente sobre la naturaleza creando contaminacion. (Cap6
Marti 2007, 11)

Barros Santiago y Gamez Rojas (2008) sintetizan que los ecosistemas acuaticos
son un punto en el que interactian muchos factores biol6gicos y no biolégicos, los
cuales podrian modificarse rapidamente. Estos ecosistemas incluyen las aguas de los
océanos que son los ecosistemas marinos; las aguas continentales dulces como los rios,
lagos, pantanos y demas fuentes acuaticas; y por ultimo las aguas saladas. (4)

“Acerca del agua dulce de los rios, es preciso tener en cuenta que presenta una
enorme variedad de composicion. Como esta composicion quimica depende, en primer
lugar, de lo que el agua pueda disolver del suelo por el que discurre, o de los lugares a
donde se dirige, es el suelo lo que determina la composicion quimica del agua” (Barros

Santiago y Gamez Rojas 2008, 4).



El agua es mucho méas densa que el aire, por lo cual las dificultades estructurales
de mantener un organismo grande en su habitat son pocas. Esta es, tal vez, la
caracteristica mas importante del agua que ha dejado evolucionar un estilo de vida como
el plancton que no tiene ningun analogo en el aire. Sin embargo, el agua puede tiene
limitaciones sobre sus habitantes lo que no ocurre en ecosistemas terrestres. Debido a la
alta densidad y viscosidad que tiene el agua, es mas complicado el movimiento para los
organismos, ya que debe intentar viajar rapidamente o mover las grandes cantidades del
agua sobre sus agallas. (Barros Santiago y Gamez Rojas 2008, 5)

Clasificacion de los ecosistemas de agua dulce

En relacién con el movimiento del agua, se emplea una division de los
ecosistemas de agua dulce. Esta division es importante tanto para estudiar la naturaleza
como para la explotacion y gestion de las aguas interiores. Los tipos de ecosistemas de
agua dulce son: lenticos (lago, estanque, pantano, charcas), aguas corrientes o loticos
(manantial, riachuelo (arroyo), rio) y humedales:

e Ecosistema léntico: es de agua quieta o de poco caudal como en los lagos,
estanques, pantanos y embalses.

e Ecosistema lético (latin lotus: participio de lavere, lavar): sistema de agua corriente
como en los rios, arroyos y manantiales.

e Ecosistema de humedal: areas donde el suelo esta saturado de agua o inundado
durante épocas del afio. (Barros Santiago y Gamez Rojas 2008, 6)

Contaminacion de los ecosistemas acuéaticos

El aumento de la poblacién a nivel mundial ha favorecido el incremento de los
niveles de contaminacion. Esta contaminacion se relaciona con el vertido de agua de
desecho de origen doméstico e industrial a los cuerpos de agua, incorporacion de
microorganismos y productos quimicos. Estos materiales de desecho afectan al agua en
cuanto su calidad y por ende la convierten en inservible para los diferentes usos. Como
alternativa a estos problemas, se ha propuesto el uso de indicadores microbianos que se
identifican mediante la utilizacion de métodos faciles, rapidos y econdémicos. (Barros
Santiago y Gamez Rojas 2008, 12)

La calidad del agua se determina mediante los analisis fisicoquimicos y
bacterioldgicos. En la actualidad, en los paises méas avanzados, se han estan

implementando sistemas de evaluacion de la calidad del agua basados en la



investigacion bioldgica de los macroinvertebrados en el agua, los cuales han demostrado
ser Utiles para establecer los niveles de contaminacién de las fuentes acuéticas y
planificar asi, estrategias para la recuperacion de las ellas. (Barros Santiago y Gamez
Rojas 2008, 13)

3.3.2. Ecotoxicologia y toxicologia ambiental

La toxicologia ambiental se encarga de la investigacion de la dosis sin efecto y
aparentemente, es mejor dicho, una ciencia de seguridad, por lo que se ha promovido
para ella términos como Impunologia, Akeraiologia o Asfaletiologia, que no han sido
aceptados mayoritariamente y cuya definicion es sin peligro, o con seguridad. (Cap6
Marti 2007, 11)

La ecotoxicologia podria definirse como la ciencia que estudia el origen y los
efectos de la polucidn en los seres vivos y su entorno, ademas de las moléculas que la
constituyen, como desencadenantes de criterios y profilaxis social y econémica. (Capo
Marti 2007, 12)

La Ecotoxicologia es el estudio fundamental de los sistemas bidticos en forma de
toxicidad, alteracién de especies, reduccion de su productividad, porque un polutante no
siempre se manifiesta como un téxico neto, sino que podria incentivar solamente la
iniciacion de un nivel no deseable en un determinado ecosistema. (Cap6 Marti 2007, 12)

Pensando en un polutante como un agente fisico o elemento quimico que esta
presente en el medio ambiente y que puede causar la muerte por envenenamiento en los
organismos Vivos, entonces, el contaminante seria la sustancia que por lo comunes el
resultado de la actividad humana sin que necesariamente produzca efectos bioldgicos,
mientras que se define como polutante a la sustancia quimica que encierra ambas
situaciones, lo que significa que se presenta como el resultado de la actividad humana
siendo también nociva. (Capd Marti 2007, 12)

Capo6 Marti (2007) refiere que en la ecotoxicologia, para tener algun significado
tanto los agentes fisicos como los compuestos quimicos se investigan mayormente por
el peligro que representan, que por la toxicidad relativa que producen, siendo aplicados

a ciertas condiciones de exposicion. (12)



3.3.3. Toxicidad ambiental y agentes toxicos

Toxicidad ambiental y contaminacion

A lo largo del tiempo, las actividades antropogénicas han creado distintos tipos
de contaminantes, los cuales han provocado el deterioro de los diferentes
compartimentos ambientales, afectando al agua, al aire, al suelo y al sedimento, ademas
de la biota asociada y por lo tanto a los ecosistemas. (Ramirez Romero y Mendoza
Cantu 2008, 5)

Estos efectos dependen de la concentracion en las que tienen las sustancias, la
persistencia y su biodisponibilidad, lo que podria producir efectos no letales, y
asimismo el desplazamiento temporal de ciertas especies, llegando tal vez, a la
desaparicion de grandes poblaciones. (Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008, 5)

Ramirez Romero y Mendoza Cantd (2008) distinguen que los efectos de la
contaminacion comenzaron a ser mayormente demostrativas desde la Revolucion
Industrial entre los afios 1830 a 1890, cuando la produccion en masa, y el hacinamiento
de personas en la sociedad, ocasion6 condiciones insalubres que causaron muertes
masivas, enfermedades cronicas y degenerativas, ademas de la devastacion de los
ecosistemas. (5)

La investigacion de los efectos adversos que provocan los contaminantes sobre
los organismos vivos, empieza en la década de los afios 30, por medio de la creacion de
investigaciones que determinan la relacion causa-efecto entre los productos quimicos
presentes en el agua y los efectos bioldgicos que producen en los peces. Estos estudios
se concentraron mayormente en determinar si un téxico sospechoso, era el contaminante
que provocaba una lesion que se habia presentado antes, basandose en pruebas en las
especies para determinar su mortalidad, lo que se conoce como «pruebas de toxicidad
aguda». (Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008, 6)

Toxicidad aguda y cronica

Los ensayos en los que se mide la toxicidad, son utilizados para distintos
objetivos, como por ejemplo, establecer cuales son las concentraciones que se pueden
aceptar midiendo algunos parametros; y para obtener resultados necesarios para los
programas de prevencion en salud publica y del medio acuatico en relacion a los
problemas provocados por la presencia de productos toxicos en las aguas. (Miliarium
2015)
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Por no ser un método conveniente desde el punto de vista econémico el evaluar
la toxicidad especifica de cada producto toxico que se pueda presentar en un medio
acuatico, se realiza el ensayo de toxicidad englobando todo el medio, por medio del uso
de especies acudticas y observando los resultados. (Miliarium 2015)

Luego de exponer un organismo o0 un conjunto de ellos a diferentes
concentraciones de la muestra a estudio, se valoran y se hace un registro de los efectos
bioldgicos analizados en cada uno de los grupos observados y en los grupos de control,
para luego, realizar un analisis mediante métodos estadisticos de los resultados que se
obtuvieron. (Miliarium 2015)

El valor del toxico administrado puede ser expresado de dos maneras:

e Concentracion: que es la masa del toxico por unidad de volumen de agua.

e Dosis: que es la cantidad de téxico que ingresa al organismo por unidad de tejido o
del ser vivo sobre el que actta. (Miliarium 2015)

La toxicidad que viven los organismos luego de los ensayos puede ser de dos
tipos:

e Toxicidad aguda: es el efecto adverso que puede ser de tipo letal o subletal, el cual
se aplica sobre las especies utilizadas para una prueba de ensayo, durante un tiempo
establecido, que generalmente no dura muchos dias. Esta es lo necesariamente
grande para iniciar una respuesta rapida en los organismos de prueba, que suele ser
de 48 a 96 horas, y que no tiene que llevar a la mortalidad necesariamente.

e Toxicidad crénica: es el efecto toxico a largo plazo, que se mantiene
aproximadamente en la décima parte de la vida media de una especie. Esta se
relaciona con modificaciones en el metabolismo, crecimiento o la capacidad para
sobrevivir del organismo, lo que incluye la muerte y la reduccion de la capacidad de
reproduccion. (Miliarium 2015)

3.3.4. Pruebas de toxicidad

La liberacion de sustancias tdxicas en los ecosistemas acuaticos produce gran
cantidad de respuestas complejas en los organismos, las que deben ser evaluadas. Por
esta razon, se han implementado los bioensayos, que son técnicas en las cuales se
evallan los efectos toxicos, ya sean agudos o efectos cronicos, que pueden ser de

sustancias quimicas identificadas como de muestras obtenidas del medio ambiente de
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las cuales se desconoce su composicion. Estas pruebas de toxicidad tienen el fin de
evaluar el efecto de uno o varios contaminantes en los organismos e investiga a los
organismos expuestos en un ensayo a distintas concentraciones de un compuesto toxico
con la finalidad de evaluar los cambios que puedan ocurrir en éstos en un determinado
periodo de tiempo. (Silva, y otros 2007, 136)

Los bioensayos son definidos como el método utilizado para evaluar la potencia
relativa de una agente toxico (quimico o no) sobre un organismo vivo, a través de la
comparacion de ese agente con el efecto de una solucion patron o estandar. La prueba de
toxicidad corresponde al método utilizado para detectar y evaluar la capacidad de un
agente dado para producir efectos toxicos sobre los organismos vivos; su objetivo
primario, ademas de obtener datos para determinar los efectos sobre los sistemas
biolégicos, es caracterizar la relacion concentracion-respuesta del agente. (Barros
Santiago y Gamez Rojas 2008, 54)

En los ultimos afios han aumentado la experimentacién de bioensayos de
toxicidad con agentes contaminantes en organismos vivos bajo condiciones de
laboratorio, lo que se debe, a la brevedad con que se obtiene la informacién sobre las
dosis letales y subletales (CLso). La CLso es el valor de la concentracion que es letal
para el 50% de los organismos sometidos a la influencia de la sustancia estudio, y se
expresa en partes por millén (ppm). (Barros Santiago y Gamez Rojas 2008, 54)

Las pruebas tdxicas brindan una relacion entre la quimica ambiental, que es la
presencia de sustancias en concentraciones mayores a las debidas en sitios donde no se
deberian encontrar, las que se miden por medio de analisis de laboratorio; y la
ecotoxicologia en las que se presentan sustancias que pueden producir efectos
bioldgicos adversos, determinados a través del estudio de organismos individuales por
medio de pruebas de toxicidad. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 2)

Un grupo de cientificos, académicos y representantes gubernamentales
interesados en formalizar las pruebas de toxicidad con organismos vivos se reunieron en
1977. En esa asamblea se analizé todo sobre las caracteristicas que debian tener dichas
pruebas y las clasificaron por orden de importancia con respecto a las siguientes
caracteristicas:

e Capacidad de crear resultados con alto significado ecologico.
e Capacidad de producir informacion que se pueda defender con criterios cientificos y

legales.
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e Avalados por métodos que se encuentren disponibles normalmente y de gran
capacidad de aplicacion.

e Prediccion de efectos ecoldgicos.

e Aplicacion en una gran cantidad de compuestos diferentes.

e Simplicidad de caracteristicas en relacion a costo-efectividad. (Ramirez Romero y
Mendoza Cantu 2008, 6-7)

En las pruebas estudiadas en dicha reunion, en lo que se refiere a las
investigaciones de la toxicidad aguda tuvieron los resultados mas altos, porque
presentan la mayor parte o todos los aspectos puntualizados anteriormente. Pese a ello,
se debe decir, que este tipo de investigaciones podrian ser limitadas, ya que no porque
demuestren que un contaminante cause la mortalidad del 50% de cierto organismo, esto
quiere decir que totalmente pueda presentarse un dafio ecoldgico. (Ramirez Romero y
Mendoza Cantl 2008, 7)

De la misma manera, dichas pruebas no pueden detectar con facilidad los efectos
de los elementos que no son letales pero que podrian desacelerar su desarrollo, como el
crecimiento o reproduccion de las especies, 0 de sustancias que puedan causar lesiones
en una poblacion determinada, con lo cual se podria tener un impacto ecoldgico grave.
Pese a esto, es primordial sefialar que las pruebas de toxicidad aguda son muy Utiles, ya
que favorecen la creacion de bases de datos para el estudio de la sensibilidad de las
especies a los contaminantes, o de otra manera, de la toxicidad de ciertos compuestos en
una especie determinada, de forma fécil y no costosa. (Ramirez Romero y Mendoza
Cant0 2008, 7)

En los dltimos afios, los resultados de las pruebas de laboratorio son aprobados
como aproximaciones sobre los efectos potenciales de una sustancia en el medio
ambiente y se reconoce su importancia para los programas de monitoreo ambiental,
como también, para la regulacion de sustancias, ya que son herramientas econdémicas,
qgue ayudan a identificar y evaluar los efectos potenciales de los contaminantes
generados por las actividades relacionadas con la agricultura, acuicultura, industria y de
areas urbanas, sobre los componentes bioldgicos, con lo cual se pueden generar
muestras o sitios que necesiten estudios mas profundizados y con mayor inversion.

(Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 7)
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En todo el mundo se han realizado investigaciones cuyo objetivo es estandarizar
las pruebas de toxicidad, asi como también escoger grupos con diferentes especies para
crear las llamadas «baterias de pruebas», que tienen como objetivo la identificacion de
los efectos de los contaminantes y de nuevos toxicos sobre ciertos grupos de especies
que pertenezcan a diferentes grupos de importancia ecoldgica. Asi, es probable la
deteccion de un efecto cuando se presentan muestras en las que no se conoce el origen
de su toxicidad. Ademas, se ha tratado de establecer su efectividad y reproducibilidad
mediante ejercicios de intercalibracién y estandarizaciébn con armonia. (Ramirez
Romero y Mendoza Cantu 2008, 8)

Particularmente para Latinoamérica y en el caso de medios de agua dulce, se
debe sefialar el trabajo que desarroll6 el Centro Internacional de Investigaciones para el
Desarrollo de Canada en 1996, cuando cientificos varios paises del mundo crearon un
programa de intercalibracion, con el objetivo de la validacion de una bateria de ensayos
por medio de muestras ciegas y posteriormente, la aplicacion en muestras ambientales.
El resultado fue la publicacion de un libro sobre ensayos toxicoldgicos y métodos de
evaluacion de calidad de aguas. (Ramirez Romero y Mendoza Cantt 2008, 8)

En este momento, existe un gran interés por la elaboracion de procedimientos
estandarizados para la evaluar la ecotoxicidad de los compuestos, elementos o
sustancias quimicas potencialmente toxicas. Por lo cual, es importante el desarrollar la
bateria de bioensayos, es decir, un numero de pruebas bioldgicas para la evaluacion
directa de los efectos toxicos en los organismos y los ecosistemas. (Ramirez Romero y
Mendoza Cantl 2008, 9)

Criterios para pruebas de toxicidad
Los criterios para seleccionar las pruebas biologicas en el laboratorio y
determinar la toxicidad de las sustancias quimicas son:
e Factibilidad:
- Bajo costo.
- Materiales y reactivos disponibles en la localidad.
- Tiempo maximo de desarrollo, 5 dias.
- Procedimiento de prueba simple.
- Facilidad en la evaluacién de la respuesta para medicion.

e De los organismos:

14



Obtencién con facilidad (cepario).

Mantenimiento con facilidad.

Buena representacion ecoldgica.

Perteneciente a un grupo funcional (productores primarios, herbivoros,
carnivoros, descomponedores).

Perteneciente a un grupo taxonémico (bacterias, peces, insectos).

Perteneciente a una ruta de exposicion (dérmica, ingestion, branquial,
combinadas).

Con datos en cuanto a su sensibilidad a productos tdxicos (base de datos).
Estadio mas sensible.

Respuesta importante a los productos toxicos.

Sensibilidad a las concentraciones pequefias.

Sensibilidad a una gran diversidad de productos toxicos.

Sensibilidad sin repeticion con otros organismos.

Con datos bioldgicos sobre la especie.

e De laprueba:

Condiciones presentes en los ecosistemas (temperatura, salinidad, dureza).
Concentraciones quimicas reales (presentes en el medio ambiente).

Seguros y no contaminantes.

Estandarizacion probable.

Exactas y analisis preciso.

Aplicable universalmente (usos, ventajas y limites).

Valoracion ecoldgica de los datos obtenidos.

Facil desarrollo en el laboratorio.

Validacion de la salud de la especie estudiada.

Pequefios requerimientos de sobrevivencia /reproduccion en pruebas y testigos.
Edad o etapas de vida necesarias al principio de la prueba.

Comprobacion de las concentraciones nominales. (Ramirez Romero y Mendoza
Cantu 2008, 11)

La mortalidad debe ser evaluada cada 24 horas y hasta terminar el bioensayo, es

decir a las 96 horas; anotando todo sobre el nimero de organismos afectados, en

relacion a su movilidad normal o anormal. Los datos de mortalidad acumulados al
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terminar la prueba permitiran desarrollar la grafica concentracion-efecto, que es la base
para la determinacion de la concentracion letal media (CLso). (Ramirez Romero y
Mendoza Cantu 2008, 117)

La prueba se usa para determinar los efectos toxicos agudos de tipo «letales» de
efluentes con tratamiento o sin este, muestras de cuerpos de agua, receptores de
descargas, compuestos purificados y mezclados de composicién conocida o
desconocida, principios activos y productos quimicos de formulacién comercial.
También, se requiere para clasificar la toxicidad de compuestos, para la monitorizacién
de ecosistemas acuéticos y para evaluar la eficacia de los sistemas de tratamiento de las
aguas residuales. (Ramirez Romero y Mendoza Cantt 2008, 117)

3.3.5. Infraestructura en el laboratorio de toxicologia

Si un laboratorio pretende desarrollar este tipo de investigaciones toxicologicas,
deberd adquirir camaras bioclimaticas o cuartos con fotoperiodo y temperatura
controlados. También, tendran que contar con la infraestructura adecuada para realizar
el cultivo controlado de alimento y para propiciar las condiciones de mantenimiento y
reproduccion del ensayo. (Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008, 117-118)

Material

Los envases en los que se cultivara a los organismos de reproduccion, se
recomienda que sean de vidrio de borosilicato, del volumen necesario que garantice que
no exceda una carga que no pueda soportar el sistema, de acuerdo al volumen de
oxigeno disuelto (1 g/L de biomasa en peso fresco). Para los ensayos de toxicidad aguda
se deberd utilizar frascos de vidrio de borosilicato de un volumen de 500 mL en
adelante para la especie de Poecilia reticulata, los que se lavaran adecuadamente para
estar seguros que no encuentran contaminados, ya que, por ello, podrian alterarse los
resultados. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 118)

Para la realizacion de los bioensayos es necesario contar con cristaleria y
materiales adecuados para cumplir con el desarrollo de procedimientos confiables y
sistematizados, en los que se pueden incluir pipetas automaticas que deben tener
calibracion de diferentes volimenes, matraces aforados con distintas capacidades, pesas
para muestras desechables, espatulas de acero inoxidable, y otros. (Ramirez Romero y
Mendoza Cantu 2008, 118)
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Equipo

Los equipos que se necesitan por lo comun son los que por lo general los que
constan en cualquier laboratorio de anélisis bioldgico, entre los que se cuentan la
balanza analitica, potenciometro, estereomicroscopio, salinOmetro oximetro, camara
bioclimatica con control de temperatura, iluminacion y fotoperiodo, compresor de aire
espectrofotometro, y bombas sumergibles. (Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008,
118)

Reactivos

Ramirez Romero y Mendoza Cantl (2008) distinguen que se debera contar con
los reactivos que generalmente se usan para la preparacion del agua de dilucién y
ademas de los medios de cultivo, ya sea para los peces como también para la produccién
de los alimentos que se administrara a los reproductores. Los reactivos deben ser de
grado analitico y no tener trazas de metales pesados. (118)

En todos los casos, se recomienda preparar soluciones concentradas «stock», con
las que luego se podréa preparar de forma mas facil los medios de cultivo y el agua para
diluir. Se debe realizar controles en cuanto a los procedimientos para preparar
soluciones concentradas y medios de cultivo, por lo que se debe poner mucho empefio
en que los compuestos no se degraden o contaminen, tratando de conservarlos de la
mejor manera; por ello en todo momento se aplicaran las condiciones adecuadas de
mantenimiento para evitar que la concentracién se modifique y que se presenten los

cambios quimicos de las soluciones. (Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008, 119)
3.3.6. Toxicos de referencia

Se conoce como tdxico de referencia a la sustancia organica o inorganica que se
usa para realizar pruebas de toxicidad con el objetivo de controlar la calidad analitica de
las especies que se utilizan en dichas pruebas. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu
2008, 351)

Para que se haga lo anterior, al iniciar la preparacion y escoger el método de
prueba, se escogera un compuesto soluble, que tendra pureza igual o mayor al 99%, al
que se le haran pruebas de toxicidad para un organismo determinado, con el objetivo de
determinar el intervalo de concentracion de dicho compuesto escogido que producira el

efecto que se espera. Cuando ya se establece el patrén de la relacion dosis-respuesta
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para el compuesto seleccionado, se podra utilizar como elemento toxico de referencia.
(Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 351)

El registro histérico de la respuesta al compuesto toxico de referencia, que se
expresa mediante la determinacion de Clso /Clso /CEso, €s de Util para controlar el
estado fisiologico de la especie empleada y se utiliza como prueba para la demostracion
de la estabilidad de su respuesta bioldgica. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008,
351)

Existen varios toxicos de referencia empleados en diversos estudios publicados.
La USEPA en 1993, hace hincapié en la utilizacién de sustancias como cloruro de sodio
(NaCl), cloruro de cadmio (CdCl2), cloruro de potasio (KCI), sulfato de cobre (CuSQa),
dodecil sulfato de sodio (SDS) y dicromato de potasio (K2Cr207). Otros organismos
como el Environment Canada cita al Zinc (I1) como un toxico de referencia inorganico
y al fenol para sustancias organicas; pero, estos compuestos se pueden reemplazar por
otros segun el tipo de organismo escogido, la matriz que se emplea y los puntos finales
medidos. (Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008, 351)

Para calcular la precision de los resultados en el laboratorio sobre las pruebas de
toxicidad se utilizan las gréficas de control, las cuales son herramientas que ayudan a
establecer las diferencias en los resultados y por lo tanto determinan la confiabilidad de
un laboratorio en sus resultados. (Ramirez Romero y Mendoza Cantt 2008, 351)
Dicromato de potasio

El dicromato de potasio cuya formula es K>Cr.O7, es una sal perteneciente al
acido dicromico «H2Cr207x», el cual, en una sustancia no es estable. Su color tipico es
el anaranjado intenso. Es una sustancia fuertemente oxidante, que puede producir
incendios al tener contacto con sustancias organicas. (Acosta Santamaria 2012, 13)

Frente a iones de bario o de plomo (I) en una disolucion neutra o poco acida se
precipitan los cromatos que corresponden de manera solida amarilla. Los dos pueden ser
disueltos en acidos fuertes, y el cromato de plomo ademas en presencia de base fuerte.
Estas sustancias son usadas como pigmentos en distintas pinturas amarillas. (Acosta
Santamaria 2012, 13)

En disolucion &cida y frente a un cloruro se forma el anion CICrOy, el cual
puede ser cristalizado como una sal potasica. A una alta temperatura, con acido

clorhidrico concentrado se convierte en cloruro de cromil (Cl2CrO4), la cual, es una
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sustancia anaranjada molecular que se destila de la mezcla de reacciéon. (Acosta
Santamaria 2012, 13)

Es frecuentemente empleado en la galvanotécnica para la cromacion de otros
metales, para fabricar cuero, fabricar pigmentos, como reactivo en las empresas de
industrializacion quimica, para recubrir cinc y el magnesio como anticorrosivo y para
fabricar preparados de proteccion de la madera. (Acosta Santamaria 2012, 13)

Es una sustancia toxica, en contacto con la piel puede producir sensibilizacion
por lo que se pueden presentar alergias; puede ser desencadenante de cancer a largo
plazo; dentro del organismo puede no ser identificada por los canales i6nicos con el
sulfato y por lo cual alcanzar el nucleo de la célula, atacando a la molécula de ADN.
(Acosta Santamaria 2012, 14)

Las caracteristicas generales de esta sustancia se encuentran en las figuras de los
anexos 1y 2.

Cartas de control de calidad

Ramirez Romero y Mendoza Cantu (2008) distinguen que las cartas de control es
la técnica de registro que indica cuéles son los componentes que sirven para determinar
los intervalos que son aceptados en cuanto a la variacion de respuesta de la especie para
el ensayo frente a una sustancia toxica de referencia, con un margen de confianza del
95%; por lo tanto, es la herramienta referencial, que sirve para controlar la sensibilidad
del organismo que se usa, la estabilidad de la respuesta bioldgica y la medicién de
resultados finales exactos. (352)

La carta de control se elabora desde el inicio de los resultados de varias pruebas
con la sustancia que es referida como toxico; para esto, para lo cual se busca la cifra de
la concentracion letal media (CLso /Clso /CEso). Al principio, se puede elaborar con por
lo menos cinco datos y luego se debera seguir realizando ensayos con el tdxico de
referencia, para obtener cada mes nuevos valores hasta llegar a un nimero de veinte
resultados. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 352)

Ya obtenidos todos los valores, se emplean para calcular el resultado del
promedio final y la desviacion estandar (o) de los datos obtenidos. Con estos métodos
estadisticos se calculan los valores de los limites superior e inferior, que establecen el

intervalo de confianza (95%), en el que se encontraran los valores de CLso /Clso /CEsqo,
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que se obtienen para otros ensayos con el mismo toxico de referencia en un futuro.
(Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 352)
Preparacion de soluciones de control

Ramirez Romero y Mendoza Cantu (2008) opinan que, regularmente, como
control positivo se usa una solucién del toxico de referencia con una concentracion
aproximada a la CLso/CEso/Clso. Para elaborarla, se inicia preparando una solucién
estdndar altamente concentrada, desde la que se obtienen soluciones con menor
concentracion, empleando agua dura reconstituida como medio de disolucién o el medio
que se recomienda para cada una de las pruebas. (355)

En cada uno de estos experimentos se debe utilizar la preparacién de las
sustancias que actuaran como referencia, que deberan ser puros al menos con un 99.5%
y material volumétrico clase A calibrado. Las diluciones se prepararan hasta obtener
una concentracion con un valor parecido al resultado promedio de la CLso/CEso/Clso que
se resulta cominmente en los laboratorios. (Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008)

La sustancia del compuesto toxico de referencia se debe guardar en envases color
ambar o a su vez con una cubierta de papel aluminio en un lugar que no esté al alcance
de la luz, refrigerada a una temperatura entre 4 + 2°C. Siendo almacenada en estas
circunstancias, la solucion de prueba puede mantenerse estable mas de 45 dias y la
solucién estdndar por mas de 6 meses. Si no pasa nada inesperado con los resultados
determinados por la carta control del tdxico de referencia, los patrones pueden ser
utilizados por un largo lapso de tiempo; pero se recomienda la renovacion a los 45 dias
y a los 6 meses, segun lo dicho anteriormente. También se recomienda que la solucion
quimica sea valorada quimicamente. (Ramirez Romero y Mendoza Cantt 2008, 356)

Ramirez Romero y Mendoza Canti (2008) mencionan que el control negativo
tiene que ver con una solucion en donde se cultiva la especie, 0 puede usarse agua con
las caracteristicas de pH, dureza y alcalinidad acordes para que puedan desarrollarse de
la mejor manera cada especie utilizada, o también agua salina, como por ejemplo si se
trata de Vibrio fischeri. En cualquier solucion que se escoja se encuentra un porcentaje
de efecto méaximo que no debe superarse mientras se desarrolla el ensayo. Estos
controles tienen realizarse mediante los procedimientos recomendados en cada prueba.
(356-357)
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3.3.7. Seleccidn de organismos para pruebas

Para conseguir la méaxima informacion de los bioensayos se necesita seleccionar
los organismos mayormente adecuados. Se debe considerar que se requiere distintos
periodos de aclimatacion en el laboratorio, dependiendo de cada especie, y es de gran
importancia que los organismos de ensayo se manipulen cuidadosamente, no se dafien,
estén sanos y tengan la edad y tamafio uniformes (FAO 1981). Segin Henry (1988) la
seleccidn de organismos para los bioensayos se deben basar en:

e Los objetivos del programa toxicolégico.

e Lainformacion disponible sobre los posibles organismos.

e Las caracteristicas de las especies.

e Las instalaciones y equipos de laboratorio.

e El nivel de capacitacion de los técnicos. (Barros Santiago y Gamez Rojas 2008, 62-
63)

Los organismos acuaticos cominmente presentan ciclos de vida y requerimientos
de cultivo y de manejo complejos. Desarrollar y adquirir toda esta informacion es una
ardua tarea que generalmente requiere muchos afios de estudio. Se aconseja que se
tomen en cuenta solo los organismos de los que se tiene la informacion necesaria para
cada uno de los fines expuestos. Los organismos con informacion limitada sobre cultivo
y procedimientos de prueba deberian ser evitados. (Barros Santiago y Gamez Rojas
2008, 63)

Ramirez Romero y Mendoza Cantu (2008) mencionan que los laboratorios que
realicen este tipo de pruebas para bioensayos deben contar con la cepa adecuada, y
conseguir su estabilizacion mediante el instructivo determinado para el mantenimiento
de dicha especie que forma parte del ensayo. Se debe hacer un seguimiento de los
grupos de reproductores, tomando mucho en cuenta cualquier signo de alteracién
anormal del organismo, ya que esto podria significar que el cultivo es inadecuado en el
que influyen factores ambientales e inadecuado manejo del sistema de produccion que
podrian dafiar la calidad del organismo a prueba y alterar su respuesta mientas se realiza
el bioensayo. (119)

Para iniciar los cultivos se deben utilizar especies con hembras y machos sanos,
y cuya alimentacion debe estar controlada. Las especies usadas como prueba para los

bioensayos deben ser obtenidas lotes estables y de control, para lo cual se dejara
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establecido un tiempo maximo del lote para la reproduccion de las crias, que va a
depender de la especie seleccionada. (Ramirez Romero y Mendoza Cantd 2008, 119)
Generalidades de la especie Poecilia reticulata (pez guppy)

En un informe realizado por la Corporacion Autonoma Regional del Valle del
Cauca [CVC] y Universidad del Valle (2007) se describio que “los peces, como un
importante recurso alimenticio, constituyen una de las vias principales para la
transferencia de metales pesados al hombre, considerado esto de gran importancia para
su empleo como organismos indicadores” (3.4).

El pez guppy fue detallado por tres cientificos; el primero fue Peters un zodlogo
aleman en 1859, el cual le dio el nombre de "Poecilia reticulata”; luego en 1863 el
italiano naturalista de Filippi, lo menciona como "Lebistes poeciloides”; y luego, en
1866, John Lechmere Guppy lo bautiza como "Girardinus guppy"”, del primero viene el
nombre cientifico, y del ultimo el nombre comun. (Vivapets 2015)

Los peces guppys habitan en aguas con temperatura caliente, de entre 22°C y
28°C, con un promedio de 25°C, pero pueden tolerar el agua con condiciones de
temperatura ambiente. Es necesario que el agua tenga un pH con ligera alcalinidad, pero
no menor a 6,5 o mayor a 8, y la dureza entre 10° y 18°dGH, con un maximo 20°dGH.
(Wikispaces 2011)

Los peces guppy miden de 3 a 6cm en el caso de los machos, en cambio las
hembras pueden llegar hasta 6 a 8cms de longitud. En su habitat natural, los peces
guppys suelen ser poco coloridos, presentan una mancha de color oscuro a nivel de la
linea media detras del opérculo, pero los criadores han conseguido producir un sinfin de
colores para esta especie. (Vivapets 2015)

El nimero de organismos que se pueden colocar en un medio de crianza va a
depender de varios factores, pero es recomendable que se crie 1 guppy por cada 5 litros
de agua en un acuario, el cual debera tener la capacidad para al menos 40 litros, porque
es una especie muy inquieta, por lo que requieren de algo de espacio para moverse.
(Pérez 2015)

Se recomienda que los acuarios dispongan de filtro y oxigenador para que el
agua este estable, con lo cual se ayudara a que el promedio de vida de los peces sea méas
alto, asi como su reproduccion. (Angulo 2014)
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El pez guppy es muy sensible al sulfato de cobre, que es usada generalmente
para eliminar caracoles en los acuarios, lo que muchas veces provoca la muerte de un
numero considerable de peces, por el desconocimiento de esta sensibilidad. Por lo tanto
se recomienda usar el sulfato de cobre con un maximo de 0.12 partes por millon.
(Angulo 2014)

Estos peces se alimentan principalmente de la superficie y menos del fondo,
como indica su boca, posicionada en la parte superior de la cabeza, aunque pueden
bucear hasta el fondo y picotear pedazos de comida de otros lugares sin problemas.
Tienen un metabolismo muy rapido y se recomienda, en la medida de lo posible,
alimentarlos poca cantidad pero varias veces al dia (a partir de un minimo de dos).
(Pérez 2015)

En su entorno natural, la alimentacion de los guppys se basa en larvas de
mosquito rojo y por eso esta especie es empleada para controlar la poblacion de
mosquitos en algunos paises y prevenir la malaria. En cautiverio aceptan muchos tipos
de alimentacién como pueden ser el alimento en escamas, copos, pastillas de algas y
alimento liofilizado (como bloques de tubifex). (Pérez 2015)

El pez guppy, es un poecilido, que igualmente como otros de su especie, ha sido
utilizado grandemente en estudios de evaluacion de toxicidad de efluentes industriales,
de contaminantes organicos y de contaminacion de aguas naturales, de acuerdo con su
adecuado tamafio para el cultivo y reproduccion en condiciones de laboratorio. Esta
especie presenta dimorfismo sexual, lo que favorece la diferenciacién entre los machos
y las hembras. (CVC y Universidad del Valle 2007, 3.4)

Cultivo y mantenimiento de la especie de prueba

Segun el lote de reproductores se obtendran los organismos para la prueba.
(Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008, 120)

En el caso de Poecilia reticulata, por ser un pez viviparo, que también presenta
un marcado dimorfismo sexual, facilita enormemente el mantenimiento de los
reproductores y la produccion de crias como organismos de prueba. Con esta especie es
factible obtener resultados exitosos, alimentandolo exclusivamente con alimento
balanceados a base de hojuelas, aunque un complemento periédico de alimento vivo (p.
ej., el cladocero Moinamacrocopa), favorece mejores resultados de reproduccion.
(Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008, 121)
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Para cultivar los reproductores se utilizaran recipientes con las condiciones
adecuadas para la crecimiento de los adultos, preferible que sean acuarios de vidrio con
un volumen 20 L. En cada recipiente no se debera superar la densidad de 1 g/L de
biomasa (peso humedo) de los organismos, y el medio de cultivo sera el agua
reconstituida semidura. La temperatura ideal para el cultivo se establecera entre 25y 27
°C, con un fotoperiodo de 16:8 (horas luz: horas obscuridad); el tipo de iluminacion sera
la que disponga el laboratorio (1,000 luxes). (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008,
120)

En el caso de Poecilia reticulata, debido a su dimorfismo sexual se hace mas
facil poner en los recipientes para la reproduccion una proporcién 1:1 de machos y
hembras. Cuando las hembras son fecundadas, se identifican debido a su mayor tamafio
y se visualiza el crecimiento abdominal mientas avanza el periodo de gestacion, en este
punto se las separa con mucha minuciosidad y se colocan en las redes incubadoras, que
presentan una malla con abertura adecuada para que las crias salgan sin ningun
problema, cuando nacen, pero con la retencion de las hembras adultas para evitar que se
coman a las crias. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 123)

Otra recomendacion seria que el mantenimiento y la reproduccién se realicen
dentro de un sistema para cultivarlos que sea cerrado, en el cual el agua sea recirculada,
con el mantenimiento de las siguientes condiciones de calidad: Amonio <0.002 mg/L,
Nitrito n. d. mg/L, Nitrato 20 mg/L, pH 7.5- 8.0, Temperatura 25+1 °C, Oxigeno >5.0
mg/L y % saturacién Oxigeno >77. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 123)

De acuerdo a las condiciones explicadas anteriormente, se puede garantizar que
el material biol6gico sea de excelente calidad y asimismo se disminuye la posibilidad de
resultados alterados. En cualquier caso, en un tiempo mayor a 3 meses, se debera
realizar varios ensayos con la sustancia toxica referencial, como por ejemplo, el
dicromato de potasio. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 123)

Aclimatacion de los organismos de prueba

El proceso de aclimatacion va a depender en gran parte del organismo de prueba
empleado. Por lo que es importante el procedimiento y las condiciones bajo las cuales
se debe realizar dicho proceso, que en este caso es de nuestro interés la especie de

prueba Poecilia reticulata.

24



Para aclimatar esta especie se puede usar por ejemplo, la metodologia propuesta
por la APHA (1999), que consiste en acondicionar al inicio, un espacio dentro del
Laboratorio de Bioensayos que permita adaptar gradualmente los peces a la temperatura
a la cual se realizaran las pruebas de toxicidad (20 £ 2 °C). Se deben ubicar los peces en
lotes de 100 por acuarios de 60 litros, donde se mezclara el agua que proviene del
criadero con agua reconstituida en el laboratorio con el propoésito de realizar una

aclimatacion gradual a la misma. (CVC y Universidad del Valle 2007, 3.6)
3.3.8. Preparacion del material

Se debe sequir al pie de la letra los pardmetros basicos para que la calidad en la
respuesta de la especie puesta a prueba sea confiable y exacta, por lo que no se debe
permitir alguna interaccion o alteracion, por la presencia de residuos de otros
compuestos tdxicos remanentes o provenientes del material utilizado en los bioensayos,

como la cristaleria de los envases. (Ramirez Romero y Mendoza Cantt 2008, 124)
3.3.9. Expresion de los resultados

Con los resultados de mortalidad o efectos letales a 96 horas se desarrollara la
tabla de mortalidad que se ha ido acumulando en todo momento en que se realizaron las
determinaciones; con estos datos de 96 horas se tendra un valor aproximado de la CLso.
Hay varios programas de pc que pueden calcular estos resultados de forma fécil, que
incluyen determinar el intervalo de confianza. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu
2008, 126)

Es importante brindar la referencia del método y del software que se utilizd. Ya
sean compuestos puros 0 mezclados, principios activos y productos por formulacion, se
debe clasificar el grado de toxicidad segun el valor de la CLso y mediante las tablas que

se disponen para dicho fin. (Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008, 126)
3.3.10. Aseguramiento y control de calidad de los ensayos de toxicidad

El uso de métodos aprobados y estandarizados es un recurso primordial en el
muestreo y andlisis de muestras ambientales, pero el empleo de dichos métodos en
solitario no asegura que se alcancen resultados de confianza, reales y analiticos.

Circunstancias como interferencias en la matriz empleada, equipos defectuosos y

25



equivocaciones de los investigadores pueden poner en duda la exactitud en los
resultados. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 347)

La calidad del andlisis en las pruebas de toxicidad es un reto dificil de superar, ya
que ademas de las razones puntualizadas anteriormente que afectan la exactitud de los
resultados, existen otros factores como la variabilidad natural los organismos de prueba,
el estado de salud de las personas y las condiciones del medio ambiente que se dan
mientras ocurren las pruebas, que podrian ayudar al desarrollo de resultados alterados.
(Ramirez Romero y Mendoza Cantl 2008, 347)

Ramirez Romero y Mendoza Cant( (2008) puntualizan que, se necesita tener
resultados en los que se pueda confiar y que puedan ser reproducidos; por eso, los
laboratorios deben disponer de programas que controlen la calidad y que demuestren
con exactitud los datos obtenidos. Para validar y aprobar los resultados comprobados en
los bioensayos se requiere de un programa de aseguramiento y control de calidad
(ACC), el cual debe estar bien disefiado y se debe aplicar periddicamente. Este
programa debe producir valores que puedan ser probados técnicamente y defenderse
legalmente. (348)

Debe establecerse cuales son los procedimientos de control de calidad y las
actividades que por obligacion se van a realizar mientras se desarrollen las pruebas de
toxicidad. Dichas actividades pueden ser de manejo y de funcionamiento. Las
actividades de manejo tienen que ver con los planes operativos donde son especificados
los procedimientos estandarizados y los resultados finales altamente confiables, y las
actividades de funcionamiento se refieren al conjunto de medidas que se aplican durante
los protocolos de analisis. (Ramirez Romero y Mendoza Cant 2008, 348)

Estos procedimientos favoreceran los resultados con un aseguramiento estricto y
determinaran la calidad de las evaluaciones del laboratorio a través de pruebas internas
y externas controladas; lo que encierra al anélisis de las muestras que se evalUan
mediante su comportamiento, y también el analisis de los resultados comparandolos con
los de los demas laboratorios y el levantamiento de auditorias. (Ramirez Romero y
Mendoza Cantl 2008, 348)
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3.3.11. Protocolos de prueba

Uno de los inconvenientes que se presentan en relacién con los programas de
control de calidad de las pruebas de toxicidad es el desarrollo de un sin nimero de
pruebas, de las cuales su mayor parte no son estandarizadas. Solamente un pequefio
porcentaje de ellas han sido aprobadas y validadas por organizaciones de control, que
constan de métodos que pueden ser incluidos en los experimentos de los laboratorios
dedicados a este tipo de investigaciones. (Ramirez Romero y Mendoza Cantd 2008,
349)

3.3.12. Objetivos finales de las pruebas de toxicidad

El objetivo principal de los ensayos de toxicidad en una muestra de agua,
efluente o compuesto puro es determinar la concentracion segura o la concentracion en
la que no se encuentra efecto alguna; pero, esta definicion debe ser sustentada mediante
métodos estadisticos, para lo cual se deberdn empelar:

e La mayor concentracion en la que no aparece efecto (NOEC).

e La menor concentracion a la que se ve efecto (LOEC).

e La concentracion efectiva (CE), que es una aproximacion de la concentracion del
toxico de referencia que podria provocar un efecto adverso manifestado por una
respuesta pequefia en la cantidad de organismos a prueba.

e La concentracion letal (CL), que se refiere a la concentracion del toxico de
referencia o efluente o muestra que provoca la mortalidad de un numero
determinado de los organismos expuestos.

e La concentracion inhibitoria (CI), que es la concentracion del compuesto toxico,
muestra o efluente que podria producir el descenso de la respuesta bioldgica en una

determinada especie expuesta. (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2008, 359)
3.3.13. Descargas de aguas residuales industriales en la franja costera

Uno de los objetivos del Programa de Manejo de Recursos Costeros «<PMRC», es
desarrollar programas que mejoren la calidad de vida de las personas, mediante

proyectos que ayuden a impedir la practica de vertientes de componentes quimicos
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industrializados en las aguas residuales provoque dafios en las personas. (Sistema de
Informacion Marino Costera del Ecuador 2015, 1)

El PMRC, contrato un Programa de monitoreo y prevencion, que permita
disminuir el impacto ambiental que generan las aguas residuales industrializadas en los
cantones de la costa. (Sistema de Informacién Marino Costera del Ecuador 2015, 2)

Para el disefio de un programa de monitoreo que supervise los efluentes que se
vierten en la zona costera del Ecuador, se necesita la colaboracion de las
municipalidades, basados en criterios técnicos y respaldados administrativamente por
cada entidad publica, que seran participes del proyecto. (Sistema de Informacién
Marino Costera del Ecuador 2015, 5)

Los municipios deberan controlar por medio de sus propios estandares de calidad
ambiental, plantear normativas y ordenanzas locales que sean dependientes de los
criterios ya establecidos con para el uso asignado de las aguas, de acuerdo al
Reglamento para la Prevencién y Control de la Contaminacion. (Sistema de
Informacion Marino Costera del Ecuador 2015, 24)

Esta prohibido verter desechos liquidos en las vias publicas, canales de riego y
drenaje, sistemas de recoleccion de aguas lluvias y subterraneas. (Sistema de
Informacion Marino Costera del Ecuador 2015, 24)

De acuerdo a las normas vigentes mencionadas anteriormente, esta prohibido
verter en el sistema de alcantarillado de cualquier localidad, cualquier sustancia o
compuesto que pueda bloguear el libre paso o acceso de sistema, pudiendo ademas
formar gases toxicos, malos olores o lesionar las estructuras significativamente.
(Sistema de Informacion Marino Costera del Ecuador 2015, 27)

“Entre las principales acciones que determinan el éxito de un programa de
monitoreo, se encuentran las mediciones en campo, in-situ, y el desarrollo de ensayos
de laboratorio, esto es la caracterizacion de las muestras” (Sistema de Informacion
Marino Costera del Ecuador 2015, 40).

El laboratorio encargado de desarrollar ensayos del grado de contaminacion de
los efluentes o cuerpos receptores deberd poseer buenas practicas de laboratorio, seguir
métodos normalizados de andlisis y preferiblemente estar certificado por alguna norma
internacional de laboratorios y/o acreditado por el Organismo de Acreditacion

Ecuatoriano — OAE. (Sistema de Informacion Marino Costera del Ecuador 2015, 42)
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4. Visualizacion del Alcance del Estudio

Con el presente trabajo seran beneficiados profesionales y estudiantes en las
ramas de ciencias quimicas, ecoturismo y medio ambiente, toxicologia y acuicultura; y
la poblacion en general, ya que al concluir el mismo, se estandarizara un protocolo de
gran importancia, y se dotara de un protocolo de material informativo y educativo sobre
Ecotoxicologia y la exposicion del pez guppy al dicromato de potasio su toxicidad
aguda; ya que no se cuenta en nuestra sociedad con un protocolo cientificamente
estandarizado y comprobado sobre este tema.

Ademas, es de gran importancia para la Universidad Técnica de Manabi y para la
comunidad manabita, el desarrollar un protocolo con estdndares internacionales sobre
ecotoxicidad aguda en la especie Poecilia reticulata expuesta al dicromato de potasio y
su aplicacion, ya que con esto se contribuye con bases cientificas solidas a la
investigacion de toda persona que necesite una referencia para medir estos pardmetros.
Este trabajo serd de mucho orgullo para nuestra Universidad y localidad, ya que
demostrara que en nuestro medio también se pueden desarrollar este tipo de

investigaciones, por lo que tendra el debido reconocimiento cientifico.
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5. Elaboracion de Hipotesis y Definicion de Variables

5.1. Hipdtesis.

En el analisis de la determinacion estandar de la CL50 del pez guppy, el
porcentaje de mortalidad se relaciona con la CL50 de dicromato de potasio obtenido en
el ensayo realizado en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la UTM, comparado con el

propuesto en la literatura.
5.2. Variables y su Operacionalizacion.
5.2.1. Variables

Variable independiente

Concentracion de dicromato de potasio, bajo estandar de solubilidad de acuerdo
a normativa OECD 423 de toxicidad aguda.
Variable dependiente

Porcentaje de mortalidad del pez guppy (Poecilia reticulata), de la muestra en el

ensayo, efectos letales, efectos subletales.
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5.2.2. Operacionalizacion de las variables

Variable independiente. Concentracion de dicromato de potasio, bajo estandar de solubilidad de acuerdo a normativa OECD

423 de toxicidad aguda.

CONCEPTUALIZACION

DIMENSION INDICADOR

ESCALA

La estandarizacidon ecotoxicoldgica pretende
desarrollar protocolos estandarizados que se
usen como medios predictivos precoces, que
ayuden a definir umbrales permisibles y de
guien a las entidades reguladoras para la toma
de decisiones. (Sobrero 2010, 3)

Los ensayos bioldgicos son herramientas de
diagndstico que ayuden a establecer los
efectos los componentes fisicos y quimicos
en especies de prueba por medio de
protocolos establecidos y de control. (Sobrero
2010, 3)

Los efectos pueden ser evaluarse por la
reaccion de las especies, como muerte,
crecimiento, proliferacién, multiplicacion,
cambios  morfologicos, fisiologicos o
histoldgicos. (Sobrero 2010, 3)

e . Concentracion
Clasificacion de peligro ) )
efectiva media

(CLso)

del medio acuético

< 1 mg/L (muy téxica R50)
1-10 mg/L (toxica R51)
10-100 mg/L (nociva R52)
> 100mg/L (no es peligrosa)
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Variable dependiente. Porcentaje de mortalidad del pez guppy (Poecilia reticulata), de la muestra en el ensayo, efectos letales,

efectos subletales.

CONCEPTUALIZACION DIMENSION INDICADOR ESCALA
. : L . Caracteristicas de la

El estudio del riesgo ecolégico es un Masculino
. i poblacién objeto de estudio Sexo

procedimiento para calcular magnitudes y Femenino
- iy (pez guppy).

probabilidades de la presentacion de efectos

negativos de las actividades antrépicas y

catastrofes del medio ambiente; utiliza

métodos de prediccion para evaluar la

exposicion, asi como para determinar los

efectos de sustancias tdxicas a diferentes

niveles de organizacion de las especies y Evaluacion de la NUmero de organismos

escala trofica. Los efectos han venido siendo  mortalidad con dicromato Toxicidad aguda  fallecidos

estudiados en el nivel de los organismos, en
este caso de los peces (Poecilia reticulata),
de las poblaciones y de los ecosistemas.
(Badii y Garza Almanza 2005, 17)

de potasio en 96 h

Pérdida de la movilidad
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6.  Disefio de Investigacion

6.1. Objetivos
6.1.1. Objetivo general

Estandarizar el protocolo para la evaluacion ecotoxicol6gica de agua dulce
mediante la determinacion de la CLso de dicromato de potasio en pez guppy (Poecilia

reticulata).
6.1.2. Objetivos especificos

e Describir los parametros y procedimientos necesarios para la evaluacion
ecotoxicoldgica de agua dulce, mediante ensayos de CLso en el pez guppy (Poecilia
reticulata) con dicromato de potasio como sustancia patron.

e Exponer al pez guppy a diferentes concentraciones de dicromato de potasio para
estandarizar su CLso, en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la Universidad Técnica
de Manabi.

e Identificar y tabular los resultados obtenidos mediante la relacion dosis — respuesta,
para determinar su CLso.

e Implementar los equipos, accesorios y reactivos necesarios para la estandarizacion
del protocolo de evaluacion ecotoxicoldgica de agua dulce mediante ensayos en pez
guppy.

Con el fin de lograr los objetivos propuestos en esta investigacion, se utilizé un
enfoque cuantitativo, debido a que se conoce la realidad del contexto a investigar, se

tiene una comprension de hechos y control sobre el objeto de estudio.
6.2. Tipo de investigacion

Se desarrollé un trabajo de tipo descriptivo y correlacional con disefio
experimental mediante ensayos. La investigacion es descriptiva, debido a que se
describid las caracteristicas de la poblacién objeto de estudio, es decir de los peces
guppys, en cuanto a sexo y los resultados especificos del experimento mediante la

evaluacion de la mortalidad con dicromato de potasio en 96 h, para determinar la
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toxicidad aguda. Los estudios ecotoxicolégicos complementan los resultados de los
pardmetros fisicos-quimicos y bioldgicos.

6.3. Métodos

Los métodos que se emplearon para el desarrollo del presente estudio son los
siguientes:

e Meétodo inductivo: Se realiz6 un analisis de la aplicacion de la tecnologia a
desarrollar para determinar el modelo biolégico optimo que se utiliz6 para los
ensayos ecotoxicoldgicos.

e Bioensayos ecotoxicologicos: Para determinar la posible toxicidad de sustancias
patrones como el dicromato de potasio se realizaron ensayos ecotoxicologicos en
biomodelos experimentales (Poecilia reticulata) de acuerdo a los puntos criticos
determinados para el contaminante.

e Meétodos estadisticos: En cuanto a la tabulacion, asi como la presentacion de los
datos e interpretacion de los resultados en el presente estudio, se utilizaron fichas de
recoleccion de informacion, describiendo y resumiendo los resultados mas
importantes obtenidos en el analisis del bioensayo.

Los datos después de procesados, fueron presentados en forma de tablas y
graficos mediante la utilizacion del Microsoft Excel 2013 por diferentes métodos como
el Probit, de estimacion gréfica y el Reed Muench, también se emple6 el software para
la determinacion de la CLso con el método Probit dado por la EPA: ademés se
compararon los resultados obtenidos como la CLso utilizando un analisis de varianza
(ANOVA), con un nivel de significacion del 0,05 y un nivel de confianza del 95%,

empleando el software estadistico Statgraphics.
6.4. Disefio experimental

En la presente investigacion se realizaron ensayos ecotoxicoldgicos in situ de
toxicidad aguda y el pardmetro empleado es la concentracion letal media (CLso), la cual
sefiala la concentracion (en este caso dilucion de la muestra) que ocasiona la mortalidad
del 50% de la poblacion expuesta al contaminante. Se realizaran un ensayo con tres
réplicas y un nivel de analisis, con la sustancia de ensayo en dilucién (dicromato de

potasio).
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7. Definicion y Seleccion de la Muestra

7.1. Ensayo
7.1.1. Procedimiento de esterilizacion

Para los ensayos se adquirié alevines de la especie de pez Poecilia reticulata con
una edad menor a 24 horas, contenidos en recipientes de vidrio en forma de peceras los
cuales se mantenian con aireacion y una alimentacion adecuada.

La esterilizacién es un procedimiento que encierra todos los procesos fisicos,
mecénicos y quimicos que se utilizan emplean para eliminar o mantener bacterias
adecuadas, por lo cual se consigue establecer la asepsia necesaria.

Para la preparacion del bioensayo se utilizo cristaleria y materiales adecuados y
suficientes para garantizar que los procedimientos sean seguros y repetibles, contando
con todas las normas vigentes de asepsia para las pruebas. Estos materiales fueron
esterilizados previamente para garantizar un resultado final exitoso y asi evitar la

presencia de agentes contaminantes.
7.1.2. Preparacion de agua de dilucion y medios de cultivo

Los alevines se mantenian con alimento balanceado en hojuelas (mezcla de
harina de pescado y harina de maiz).

Para el cultivo de reproductores se emplearon acuarios de vidrio de 20 L. La
densidad de las especies en estudio no superé 1 g/L de biomasa, que es acorde a las
normas descritas. Como medio de cultivo se utilizd agua reconstituida semidura. La
temperatura para el cultivo oscilo entre 25 y 27 °C, y el fotoperiodo fue de 16:8; la
iluminacion fue la misma del entorno del ambiente.

Las hembras fecundadas, fueron cuidadosamente separadas y colocadas en redes
incubadoras, las cuales constaban con un sistema cerrado en el cual el agua se mantuvo
con las siguientes condiciones de calidad: Amonio <0.002 mg/L, Nitrito n. d. mg/L,
Nitrato 20 mg/L, pH 7.5- 8.0, Temperatura 25+1 °C, Oxigeno >5.0 mg/L y % saturacion
Oxigeno >77.

Dadas las condiciones antes descritas, se garantizO la calidad del material

bioldgico y se disminuyd significativamente errores en los resultados. Una vez paridas
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las hembras, se procedid a exponer los alevines guppy (< 24 h) al toxico de referencia
(dicromato de potasio) para realizar los ensayos ecotoxicoldgicos.

7.1.3. Preparacion de la serie de dilucién de la sustancia toxica

Las soluciones para las pruebas de toxicidad fueron preparadas con agua dulce,
ademaés de la solucion madre del toxico de referencia la cual fue preparada con agua
destilada cuyos valores de TDS mostraron su nivel de pureza.

Los ensayos se realizaron con cinco concentraciones distintas expresadas en
partes por millon (ppm) de la sustancia toxica y otra de control por triplicado
obteniendo el test definitivo, teniendo en consideracion que la literatura indica como
minimo dos réplicas, para que los resultados sean estadisticamente representativos.

Las soluciones se prepararon al momento en el cual iban a ser usados unos
minutos antes de realizar los ensayos de toxicidad, las soluciones se prepararon bajo
temperatura ambiente revisando que el pH y temperatura del agua no se vieran
alterados, para evitar la mortandad de los organismos a prueba debido al cambio de
temperatura de la misma.

Preparacion de solucion madre de dicromato de potasio (K2Cr207)

Para realizar pruebas de toxicidad con dicromato de potasio (K2Cr.0Oy7), antes de
preparar las diferentes concentraciones se cre6 una solucién madre de la cual partirian
las demas concentraciones diluidas.

e Primero se revisé el reactivo a emplear en este caso dicromato de potasio, que no
estuviese caducado y revisando su pureza, y las consideraciones para su
manipulacion indicadas en la etiqueta marca MERCK.

e Se determind los gramos necesarios que se utilizaran para la preparacion de la
solucion madre mediante la ley ambiental cuyos valores ya estan establecidos y no
se necesita de realizar célculos para saber cual sera la cantidad que se utilizara para
la preparacion de la solucion madre.

- Agua de uso humano, alcantarillado, agua dulce: 0,05 mg/It.
- Agua subterranea: 0,05 mg/It.
- Agua uso agricola: 0,1 mg/It.

- Agua de uso pecuario 1 mg/It.
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Pero solo se usO el primer valor que corresponde al agua de uso humano,
alcantarillado, agua dulce cuyo valor minimo es de 0,05 mg/lt y se tom6é como
referencia el valor maximo que es 1 mg/It.

e Una vez que se determin6 los gramos necesarios para tal concentracion, se pasan
aproximadamente 1 mg de K>Cr.O7 para obtener una concentracion de 1 ppm. En
nuestro caso se peso 0,01 g de K2Cr207, debido a que la balanza analitica que se
utiliz6 se encontraba en gramos.

e Después de pesar se diluyo en un vaso de precipitacion en 500 ml de agua destilada
traspasando su contenido a un matraz aforado hasta los 1000 ml con agua destilada.

e Se dejo reposar un momento para luego proceder a hacer las diferentes diluciones
con variadas concentraciones.

Preparacion de soluciones a partir de la solucion madre de dicromato de potasio

(K2Cr207)

Con la soluciébn madre de 1 ppm se procedid a realizar las diferentes
concentraciones:

Para cada una de las soluciones se utilizé un matraz aforado de 1000 ml, el cuél
fue de ayuda para las distintas concentraciones ya que para cada solucion se utilizé 500
ml de agua destilada y se completd los 1000 ml con 500 ml de la solucién madre y asi
sucesivamente partian las demés soluciones de cada una de las que se iban preparando.
Solucion minima de 0,05 ppm a partir de la solucibn madre de dicromato de

potasio (K2Cr207) al 25%

e Esta solucion se determina de la siguiente manera:

e Se toma un matraz aforado de 1000 ml asegurandose que se encuentre limpio y sin
ningun residuo y posteriormente se procede a llenar con 500 ml de agua destilada.

e Luego se extraen 500 ml de la solucion madre de dicromato ya preparada, con ayuda
de un vaso de precipitacion.

En el agua destilada se diluyen los 500 ml que se extrajeron de la solucién madre
completando los 1000 ml, se agita un poco con las condiciones mencionadas

anteriormente, para mantener una concentracion de 0,05 ppm.
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Solucion de 0,125 ppm a partir de la solucion madre de dicromato de potasio
(K2Cr207) al 50%
e Se empieza calculando el volumen necesario requerido de la solucién anterior el
cual es:
1= 500 ml * 1 ppm
1 ppm
e Una vez calculado el volumen, con ayuda de vaso de precipitacion, previamente

=500 ml

esterilizado se extraen los 500 ml de la primera solucion (0,05 ppm) preparada
anteriormente.

e Luego en un matraz aforado de 1000 ml se coloca 500 ml de agua destilada para
diluirlo con el volumen que se extrajo con las condiciones mencionadas
anteriormente hasta llenar los 1000 ml, para mantener una concentracion de 0,125
ppm.

Solucion de 0,25 ppm a partir de la solucion madre de dicromato de potasio

(K2Cr207) al 75%

e Se utiliza la misma férmula anterior por lo que se sigue el mismo procedimiento, ya
que se necesita saber el volumen que se tomara de la solucion de 0,125, por lo tanto
al utilizar la misma férmula y como referencia los mismos valores no va a dar lo
mismo y el cuél es:

500 ml * 1 ppm
1= 1 ppm

e Ya calculado el volumen necesario de forma analitica, con ayuda de un vaso de

=500 ml

precipitacion, previamente esterilizado se extraen los 500 ml de la solucién anterior
(0,125 ppm).

e Luego en un matraz aforado de 1000 ml se coloca 500 ml de agua destilada para
diluirlo con el volumen que se extrajo con las condiciones mencionadas
anteriormente hasta llenar los 1000 ml, para mantener una concentracion de 0,25
ppm.

Solucion de 0,5 ppm a partir de la solucion madre de Dicromato de potasio

(K2Cr207) al 100%
e Como se sigue el mismo procedimiento en cada una de las soluciones al utilizar la

misma formula nos dard como resultado 500 ml, valor que es determinado
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analiticamente, por lo tanto esos 500 ml es el volumen necesario para la
concentracion deseada, empleando un vaso de precipitacion, previamente
esterilizado se extrae dicha cantidad de la solucion preparada anteriormente (0,25
ppm)

e Luego en un matraz aforado de 1000 ml se coloca 500 ml de agua destilada para
diluirlo con el volumen que se extrajo con las condiciones mencionadas
anteriormente hasta llenar los 1000 ml, para mantener una concentracion de 0,5
ppm.

Solucion maxima de 1 ppm a partir de la solucion madre de Dicromato de potasio

(K2Cr207) al 100%

e Como ya sabemos la cantidad que se necesitard de la solucion anterior por lo que
sigue el mismo procedimiento y al utilizar la misma férmula nos dard como
resultado 500 ml, valor que es determinado analiticamente, por lo tanto ese sera
volumen necesario para la concentracion deseada, empleando un vaso de
precipitacion, previamente esterilizado se extrae dicha cantidad de la solucion
preparada anteriormente (0,5 ppm)

Luego en un matraz aforado de 1000 ml se coloca 500 ml de agua destilada para
diluirlo con el volumen que se extrajo con las condiciones mencionadas

anteriormente hasta llenar los 1000 ml, para mantener una concentracion de 1 ppm.
7.1.4.Pruebas de toxicidad

Las pruebas de toxicidad fueron realizadas basadas en protocolos ya establecidos
por diferentes estudios internacionales de paises como México, y organizaciones como
la USEPA OECD, el cual tiene como objetivo determinar la concentracion CLso de una
sustancia pura como agente toxico, con relacion a la dosis tiempo.

El principio de la prueba de toxicidad se basa en la determinacion de la
concentracion que causa la muerte de 50% de los peces de la especie Poecilia reticulata
en 24 horas bajo las concentraciones descritas para este procedimiento. Esta
concentracion es conocida como CLso, ¥ como se ha mencionado anteriormente, deben
llevarse a cabo empleando un variado rango de concentraciones con el fin de establecer
el 0y 50% de mortalidad del toxico sobre los organismos expuestos, que permitiran la

obtencion de las respectivas CLso.
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En las pruebas se utilizaron diez (10) organismos (Poecilia reticulata < 24 h de

nacidos) por recipiente, basandose en los protocolos establecidos, con placas de cuatro

concentraciones diferentes, mas el blanco o control negativo y tres réplicas por ensayo

con un total de 15 recipientes para el ensayo toxicoldgico, 150 organismos en total,

como se muestra en el siguiente esquema:

A continuacion, se explica mas detalladamente el proceso:

Para el llenado de los vasos de precipitacion con diferentes soluciones como ya
se ha mencionado se utiliza 15 vasos de precipitacion en total. Los tres primeros
son de control utilizando simplemente una solucién de agua dulce de 500 ml, sin
reactivo, la cual se conoce como blanco. Luego se preparan 3 vasos de
precipitacion con 500 ml de la solucion de 0,05 ppm. Tres méas con 500 ml de la
solucién de 0,125 ppm, 3 con 500 ml de la solucién a 0,25 ppm, tres mas con
500 ml de la solucién de 0,5 y por ultimo, 3 vasos de precipitacion con 500 ml a
1 ppm. Se rotula cada uno indicando la concentracion, para evitar conclusiones
futuras que alteren el resultado final.

Para la transferencia de alevines del pez Poecilia reticulata, se toma una muestra
del eclosionador de unos 20 ml aproximadamente en un vaso de precipitacion,
luego se las expone a la luz para que se concentren en un solo lugar y su
recoleccion sea menos complicada; para lo cual se debe tener en consideracion
que se emplean alevines de apenas 24 horas de nacimiento. Para su recoleccién
se utilizaron micropipetas de 5 a 20 u. teniendo en cuenta halla un minimo de 10
organismos por vaso de precipitacion.

Para el traspaso de los peces empleando las micropipetas, se pipeteaban no
siempre el mismo numero de veces, ya que en varias ocasiones la cantidad de
organismos en la pipeta no era siempre igual; por lo que se debia contar tanto el
namero de ml de la solucién como de los peces para que al final se obtengan los
500 ml y la cantidad de la especie necesaria.

Una vez que todos los vasos de precipitacion se encuentren con sus respectivas
concentraciones y con la minima cantidad de 10 peces, se observa el
movimiento de ellos. Para comprobar que todas los Poecilia reticulata se
encuentren Vvivos.

Se dejan en un tiempo de 24 horas en un ambiente con la mayor asepsia posible.
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e Al término de las 24 horas se realiza el conteo de los alevines de la Poecilia
reticulata que sobrevivieron en cada vaso de precipitacion, con diferentes
concentraciones incluido la placa control, haciéndolo para cada réplica,
registrandose el nimero de peces guppy muertos. Los peces son considerados
muertos si no presentan movimiento despuées de 10 segundos de observacion y
con efectos subletales si presentan movimientos leves problemas al nadar.

e Si se existe la posibilidad, se debe realizar la observacion con la ayuda de un
microscopio para observar la diferencia en el movimiento de un pez guppy sin
exposicion al quimico y otro expuesto a la sustancia toxica.

Se debe tener en consideracién que las concentraciones ensayadas de las
muestras examinadas diluidas en agua dulce deben tener las mismas caracteristicas para
cada réplica y concentracion. Los 9 ml de solucion de prueba es colocada dentro de un
vaso de precipitacion. Las muestras son analizadas en 2 a 3 réplicas.

El ensayo se realiza sin aireacion y sin alimentacion. La temperatura de la
solucion debe estar en un rango de 25 a 28 °C. El ensayo, por lo tanto, es enfocado en la

mortalidad de la Poecilia reticulata versus la concentracién del toxico en el tiempo.
7.2. Metodologia de los anélisis estadisticos
7.2.1. Método Probit

Para el calcular la CLso por medio del método Probit, se necesita enumerar,
aunque sea dos porcentajes intermedios del efecto que se espera, es decir entre 0 y
100%.

Luego de obtener los resultados en los ensayos de toxicidad aguda con Poecilia
reticulata hay que desarrollar una tabla en el la cual se incluyan ciertos datos:

e Concentracion de la sustancia ensayada en %.
e Cantidad mortalidad de los organismos por concentracion (r).
e Cantidad de organismos en cada concentracion.
e Porcentaje de organismos fallecidos en cada concentracién (P).
En una nueva tabla se deben obtener los siguientes datos:
Se obtiene el logaritmo a partir de la concentracion de la sustancia usada en el

ensayo, el cual se basa en diez (10) de las concentraciones (x), para después utilizar el
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porcentaje de mortalidad en forma decimal del valor numérico, con lo que se obtendra
la distribucion normal estandar individual o la probabilidad de cada resultado, a lo que
se ingresan 5 unidades para determinar el nimero Probit.

En el grafico que se observa en el eje de las abscisas se coloca el nimero del
logaritmo de la concentracion en base diez, y el eje de las ordenadas incluye el resultado
del nimero Probit, de donde se saca un grafico lineal, y usando la regresion lineal se
tendra la ecuacion de la recta, con lo cual se tendran los valores de intercepcion y la
pendiente, dichos valores nos serviran para el reemplazo en la ecuacion:

y=ax+b

Con los valores de a y b, y ya que Probit 50 es y = 5, una vez la ecuacion al

despejar x quedara asi:

l _5-b
0gx = —

Quedando finamente en funcion de potencia 10 el resultado obtenido en el paso
anterior.

Todos estos calculos se facilitaron empleando el programa Microsoft Excel, y de
manera mucho mas fécil y exacta se empled también el software que brinda la US
Environmental Protection Agency o US EPA, que es el Probit Analisys Program, en el
cual solamente se ingresan los datos acumulados de peces guppy expuestos y muertos a

cada concentracion utilizada.
7.2.2. Método de estimacion grafica

En este método también se utilizan los resultados que se obtienen durante el
desarrollo de la investigacion, para lo cual se elabora una tabla con los ciertas pautas a
considerar: dicromato de potasio preparado en distintas concentraciones durante el
bioensayo (0,050; 0,125; 0,250, 0,500 y 1,0ppm), incluyendo el grupo de control,
ademas de la cantidad de peces guppys expuestos a cada una de las concentraciones,
después la cantidad de lebistes sobrevivientes que quedan al culminar el ensayo de cada
concentracion y por lo tanto el valor de los peces muertos; con los resultados se calcula
el porcentaje de mortalidad en cada una de las concentraciones.

Para poder desarrollar el grafico que va a indicar el valor de la CLso que se

busca, se deben usar los valores que resultaron de las distintas concentraciones con sus
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respectivos porcentajes de mortalidad. Realizado gréfico el valor de ClLso, va a
corresponder al que corte la curva graficada, justo cuando el eje de del porcentaje de
mortalidad sefiale el 50%.

En realidad este método no tiene mucha precision, ya que el resultado final va a
depender del valor que mejor crea el analista, debido a que solo se puede ya observar en
la gréfica, pero no expresado como indicador matematico; a pesar de esto, se lo emplea

como complemento comparativo para determinar queé tan real es el resultado final.
7.2.3. Analisis de la varianza Anova con Statgraphics

El andlisis de la varianza es un procedimiento que permite descomponer la
variabilidad de un experimento en variables independientes que puedan asignarse a
causas distintas. El analisis de la varianza permite determinar si la media de la variable
cambia en diferentes niveles de cada factor experimental.

El programa Statgraphics, ANOVA, permite realizar el andlisis de los datos de
un experimento con un factor. Los datos han de estar en dos columnas. En una de ellas
estaran los valores de la variable respuesta, y en la otra, valores numéricos que
representen a los niveles del factor. El valor numérico que se elija para representar los
niveles del factor es irrelevante, basta con que sean distintos.

Para hacer el andlisis de la varianza nos situamos en Compare/Analisys of
Variance/One-Way Anova donde la entrada de datos es:

e Depent variable: variable respuesta donde aparecen los datos.

e Factor: se introduce la variable que contiene el cdodigo del nivel del factor. Esta
variable debe contener un codigo para cada punto en la variable respuesta. Codigos
iguales corresponden al mismo nivel del factor. El orden es irrelevante.

e Seleccionando el icono de Tabular Optiones se cuenta con las siguientes opciones:

e Analisys Summary: proporciona informacion de la variable dependiente y del factor,
asi como de nimero de observaciones.

e Summary Statistics: hace un resumen de las propiedades estadisticas de la variable.

e ANOVA table: es una tabla que presenta los valores de variabilidad entre y dentro de
los grupos. La suma de cuadrados dentro de los grupos mide la variabilidad dentro
de cada grupo de factor. La suma de cuadrados totales mide la variabilidad de todos
los datos con respecto a una medida.
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Table of Means: esta tabla muestra el nimero de observaciones en cada etiqueta, las

medias, errores estandar, y limites superior e inferior de los valores de la medias.

Pulsando el boton derecho del raton (Pane optiones) puede modificarse el criterio

para la construccion de estos limites.

Multiple Range Tests: esta opcion realiza contrastes multiples. Esta seccion es de

interés, en general, sélo si el contraste ANOVA ha resultado significativo. La parte

superior de la tabla muestra el numero de observaciones y la media para cada grupo

del factor. La parte inferior de la tabla hace el contraste de la diferencia de las

medias. Las diferentes significativas (medias significativamente diferentes) vienen

marcadas por un *. Se puede cambiar el método de contraste usado, pulsando el

botdén derecho, en Pane optiones.

7.3. Recursos utilizados

7.3.1. Recursos humanos

Investigadora.
Director de tesis.

Revisor.

Docentes de la Carrera de Ingenieria Quimica.

7.3.2.Recursos operativos

Materiales

Embudo.

Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml.
Espatulas de acero inoxidable.
Frascos ambar.

Matraz aforado de 500 y 1000 ml.
Micropipetas desechables.

Papel aluminio.

Papel filtro.

Papel pH.

Pipetas serologicas de 5y 10 ml.
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Porta y cubreobjetos.

Probetas graduadas de 50 y 100 ml.
Vasos de precipitacion de 500 y 1000 ml.
Viales con tapadera de rosca.

Termodmetro.

Equipos

Balanza analitica digital.
Bomba dosificadora de aire para acuarios 20HP.

Potenciometro ATC.

Sustancias y reactivos

Modelo biologico: alevines de Poecilia reticulata.

Toéxico de referencia: Dicromato de potasio 99.9% de pureza.

Agua destilada.
Agua dulce.

Recursos financieros

Anélisis de ensayos.

Implementacién de equipos de laboratorio.

Textos de Toxicologia, Quimica, Ecoturismo y Acuicultura.
Internet.

Impresion de tesis.

Copias de documentos.

Consultas de asesoramiento.

Transporte.

Alimentacion.

Sustentacion.

Varios.
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8. Recoleccion de los Datos

8.1. Ecotoxicologia, descripcion del pez guppy y dicromato de potasio

Para poder estandarizar el protocolo para la evaluacion ecotoxicoldgica de agua
dulce mediante la determinacion de la CLso de Dicromato de Potasio en pez guppy
(Poecilia reticulata), se hizo primero una revision bibliogréfica sobre la informacion
existente.

De acuerdo a la informacion recopilada los alevines de la especie Poecilia
reticulata que se adquirieron para los ensayos tenian una edad menor de 24 horas, los
cuales fueron ubicados en distintas peceras de vidrio con una aireacion y alimentacion
ad livitum.

Dentro de los parametros ecotoxicoldgicos que se llevaron a cabo fueron fisico —
quimicos y biolégicos, el cual fue empleado en la concentracion letal media (CLso) la
cual sefiala la concentracion (en este caso dilucion de la muestra) que ocasiona la
mortalidad del 50% de la poblacion expuesta al contaminante.

Por el analisis que se realizé a los cromatos y dicromatos (cromo V1), vertidos
como producto de la actividad de diferentes sectores industriales, se determind la
toxicidad aguda del dicromato de potasio en alevines de la especie Poecilia reticulata
como método alternativo aplicado a la ecotoxicologia. En este método se expusieron
alevines de 24 h a diferentes concentraciones del compuesto y se determina la CLso
correspondiente, asi como los efectos adversos que puedan ocasionar. Estas pruebas
ecotoxicoldgicas permiten predecir la toxicidad del dicromato de potasio en corto plazo
ya que es una metodologia que combina simplicidad, rapidez, confiabilidad y bajo
costo.

Las descargas industriales representan un impacto ambiental negativo lo cual
desencadena diversos efectos nocivos en especial a los ecosistemas acuaticos. Y a su
vez la toxicidad del dicromato en los ecosistemas acuaticos esta condicionada de forma
importante por el grado de bioasimilacion y por los mecanismos de defensa que

esgriman los organismos frente a los metales.
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Dentro de esta descripcion puedo afirmar que mediante el ensayo realizado se
logré estandarizar un procedimiento ecotoxicologico para evaluar al pez guppy

mediante ensayos ecotoxicologicos.
8.2. Parametros y procedimientos para la evaluacion ecotoxicolédgica

Los peces utilizados para los ensayos se adquirieron de forma comercial con una
edad menor a 24 horas pero estos se lo mantenia en el laboratorio en un periodo de
cuarentena, durante esos 40 dias fueron alimentados una vez al dia de forma consecutiva
en relacion a su alimentacion ad livitum.

Los peces que se compraron de forma comercial llegaron hembras, machos, e
incluso en periodo de gestacién. Una vez adquiridos y clasificados se los procedio a
ubicar en peceras diferentes para evitar que se haga reproduccién. Las hembras
fecundadas, fueron cuidadosamente separadas y colocadas en redes incubadoras, con un
sistema de cultivo cerrado con recirculacién del agua, una vez paridas las hembras, se
procedié a exponer los alevines guppy (< 24 h) al tdxico de referencia (dicromato de

potasio) para realizar los ensayos ecotoxicoldgicos.
8.2.1.Soluciones

Las soluciones para las pruebas de toxicidad fueron preparadas con agua dulce,
ademas de la solucién madre del toxico de referencia la cual fue preparada con agua
destilada y el dicromato de potasio.

Los ensayos se realizaron con cinco concentraciones distintas (0,050; 0,125;
0,250, 0,500 y 1,0), expresadas en partes por millon (ppm) de la sustancia toxica y otra
de control por triplicado obteniendo el test definitivo.

Las soluciones se prepararon al momento en el cual iban a ser usados unos
minutos antes de realizar los ensayos de toxicidad, las soluciones se prepararon bajo
temperatura ambiente revisando la temperatura del agua, para evitar la mortandad de los
organismos a prueba debido al cambio de temperatura de la misma.

Para realizar las pruebas de toxicidad con dicromato de potasio (K2Cr207), se
prepar6 una solucion madre a 1 ppm, a partir de esta solucion madre se hizo una

secuencia del 50% hasta obtener todas las muestras necesarias; luego de lo cual se
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dosificd cada una de las concentraciones obtenidas de la solucion madre de acuerdo a

los pardmetros establecidos para las pruebas.

Una vez calculado los gramos necesarios para tal concentracion, se pesé 1 mg de

K2Cr207, con ayuda de una balanza analitica digital. Después de pesar se diluyé en un
matraz de 1000 ml, en 500 ml de agua destilada. Se dejo reposar un momento para

luego proceder a hacer las diferentes diluciones con variadas concentraciones

traspasando el 50% de su contenido a un matraz otro matraz de 1000 ml luego se

completaba hasta los 500 ml con agua destilada, y asi se trabaj6 con las demas dosis.

8.2.2.Dosis

Las dosis fueron establecidas en la ley tomando el minimo y el maximo mediante

dentro de ese rango se establecidé una serie de dosis.

Tabla 8.1
Dosis de las soluciones
DOSIS %

Méaximo 1 mg/lt 200 %
0,5 mg/It 100 %

0,25 mg/It 75%

0,125 mg/It 50 %

Minimo 0,05 mg/It 25 %

Control 0 0%

Fuente: Bioensayo Ecotoxicolégico de Poecilia reticulata
Elaboracion: Autora del Trabajo de Titulacion
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8.2.3.Experimento

Figura 8.1

Diagrama del proceso experimental del bioensayo

Adquisicion del pez

guppy-
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de Poecilia reticulata
de 24 horas de nacidos
por cada vaso de
precipitacion.

Se realizaron las
pruebas con
dicromato de potasio
a diferentes
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Se preparo la
solucion madre de
dicromato de potasio

\ J

Observacioén de la
reproduccion de los
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Se mantuvieron a una
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organismaos por unos
minutos.

g 24,48,72y 96 horas |
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Fuente: Autora del Trabajo de Titulacion
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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('Se consideraron vivos a
los que presentaron
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alos que
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8.3. Exposicidon del pez guppy a diferentes concentraciones de dicromato de

potasio para estandarizar su Clso

Se expuso al pez guppy, manteniéndolo durante 7 dias en las concentraciones de

dicromato de potasio ya establecidas, todas estas concentraciones fueron preparadas a

partir de una solucion de dicromato de potasio al 99% en agua destilada con

concentracion de 1 ppm, empleando un grupo control el cual contiene sola sustancia o

medio de reproduccion que en este caso es el agua dulce, la cual no debe presentar una

considerable mortalidad puesto que si la existiese se podria suponer que la causa del
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deceso de los alevines de pez guppy se debe a la contaminacion del medio en el que se
reprodujo.

Se debe recalcar que cada 24 horas se evalué mortalidad o efectos subletales y se
realizaron revisiones diarias durante los 7 dias. En las siguientes fotos se muestran parte

del material, sustancias organismo evaluados en la prueba:

Figura 8.2
Bioensayo de ecotoxicidad

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

En la imagen anterior, se observa el procedimiento para el ensayo de toxicidad
aguda en pez guppy, sometido a las siguientes concentraciones: 1 mg/It, 0,5 mg/lt, 0,25
mg/lt, 0,05 mg/lt y el grupo control al 0%, los peces fueron colocados en vasos de

precipitacién de 2000 ml, la temperatura ambiente del laboratorio fue de 25 °C.
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Figura 8.3

Bioensayo de ecotoxicidad

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

En la Figura 8.3 se aprecian los vasos de precipitacion que fueron llenados hasta
los 500 ml con agua destilada, y en los cuales se colocaron los peces guppy en nimero

de diez por recipiente, esperando que progrese el experimento.

Figura 8.4
Bioensayo de ecotoxicidad 24 horas

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracion: Autora del Trabajo de Titulacion

51



En la figura anterior, se puede observar, los vasos de precipitacion con sus
respectivas concentraciones y en ellas los organismos de prueba (peces guppy), los
cuales aun se encuentran en condiciones estables, sin pérdida de movimiento ni ninguna

otra alteracion.

Figuras 8.5 8.6
Bioensayo de ecotoxicidad 48 horas

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

En las figuras 8.5 y 8.6, se aprecian dos vasos de precipitacion en los cuales se
ha colocado la sustancia patrén para el experimento, es decir, el dicromato de potasio, y
ademas se puede distinguir que los alevines del organismo escogido ya comienzan a
presentar algo de dificultad para nadar normalmente.
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Figuras 8.7 - 8.8
Bioensayo de ecotoxicidad 72 horas

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

En las figuras 8.7 y 8.8 se aprecian los peces guppy en uno de los vasos de
precipitacion, pero en este caso, no se observan todavia efectos subletales en los

mMismos.

Figura 8.9
Bioensayo de ecotoxicidad 96 horas.

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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En la imagen anterior, se encuentran los peces guppy, ya avanzado el
procedimiento, por lo que presentan en esta etapa efectos subletales importantes, como
falta de movimiento y capacidad de reaccion, algunos ya no pueden nadar.

Figura 8.10-8.11

Bioensayo de ecotoxicidad final — efectos subletales

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

Las figuras 8.10 y 8.11, presentan a los organismos estudiados ya fallecidos, los
cuales llegan a la superficie ya sin movimientos y sin signos de vida, lo que demuestra
que el desarrollo del bioensayo ecotoxicoldgico ha llegado a su fin con los resultados
esperados.

En la siguiente tabla se explican todos los valores obtenidos de la exposicion de
los peces. La tabla expresa las dosis de las concentraciones con las que se trabajo, el
numero de peces que se expusieron a cada concentracion y el nimero de peces muertos

el cual se representa en porcentaje de mortalidad.
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Tabla 8.2

Exposicion de Poecilia reticulata a diferentes concentraciones

Dosis Muertos Expuestos
ppm % de mortalidad
- 0 10 0,0
0,050 1 10 10,0
0,125 2 10 20,0
0,250 4 10 40,0
0,500 4 10 40,0
1,000 5 10 50,0

Fuente: Bioensayo Ecotoxicoldgico de Poecilia reticulata
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

Durante el ensayo realizado y mediante la tabla expuesta se determind que a
diferentes dosis se presentdé mortalidad de los peces expuestos con excepcion del grupo
control. Estos resultados pueden ser en partes explicados por la gran efectividad del
cromo como dicromato en la bioacumulacion que se lleva a cabo lentamente y que con
el pasar del tiempo esta dosis se va convirtiendo en letales hasta causar dafios
considerables. Sin embargo, cabe resaltar que es necesario ser muy cuidadosos con la
interpretacion de los resultados obtenidos de los ensayos, ya que no pueden
generalizarse a otros modelos animales incluyendo el hombre y no representan los

efectos sub-letales y cronicos que pueden generar los contaminantes.
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9. Anadlisis de los Datos

Los datos correspondientes a la concentracion letal media del dicromato de
potasio sobre alevines del pez guppy expuestos durante 7 dias, son presentados en los
siguientes numerales y tablas, empleando diversos métodos estadisticos para establecer

la dosis-respuesta.
9.1. Evaluacion estadistica por el método Probit

Mediante el método estadistico Probit con los datos recolectados sobre los
alevines vivos, y muertos, a cada concentracion durante el ensayo ecotoxicoldgico, se
obtuvieron diferentes tablas el cual el grafico necesario para determinar la

concentracion letal media para esta sustancia.

Tabla 9.1

Exposicion de Poecilia reticulata a diferentes concentraciones

Dose Muertos Expuestos
ppm % de mortalidad
- 0 10 0,0
0,050 1 10 10,0
0,125 2 10 20,0
0,250 4 10 40,0
0,500 4 10 40,0
1,000 5 10 50,0

Fuente: Bioensayo Ecotoxicolégico de Poecilia reticulata
Elaboracion: Autora del Trabajo de Titulacion

Durante el ensayo realizado y mediante la tabla expuesta se determind que a
diferentes dosis se presentdé mortalidad de los peces expuestos con excepcion del grupo
control. Estos resultados pueden ser en parte explicados por la gran efectividad del
cromo como dicromato en la bioacumulacién que se lleva a cabo lentamente y que con
el pasar del tiempo esta dosis se va convirtiendo en letales hasta causar dafios

considerables. Sin embargo, cabe resaltar que es necesario ser muy cuidadosos con la
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interpretacion de los resultados obtenidos de los ensayos, ya que no pueden

generalizarse a otros modelos animales incluyendo el hombre y no representan los

efectos sub-letales y crénicos que pueden generar los contaminantes.
Ademas la tabla describe que en relacién de las dosis hubo un nimero de
muertos por cada uno de los grupos y de los expuestos.

e En el grupo 1, que es el grupo control no hubo ningin muerto a todos los peces
expuestos, lI6gicamente porque solo era el agua lo que representa un 0%.

e Enel grupo 2 a una dosis de 0,05 ppm de dicromato de potasio, al final del analisis
se determind que existia un animal muerto de los 10 expuestos lo que representa un
porcentaje de mortalidad del 10%.

e En el grupo 3 a una dosis de 0,125 ppm de dicromato de potasio, al final del analisis
se determind que existia 2 animales muerto de los 10 expuestos lo que representa un
porcentaje del 20%.

e En el grupo 4 a una dosis de 0,25 ppm de dicromato de potasio, al final del analisis
se determind que existia 4 animales muerto de los 10 expuestos lo que representa un
porcentaje del 40%.

e En el grupo 5 a una dosis de 0,50 ppm de dicromato de potasio, al final del analisis
se determiné que existia 4 animales muerto de los 10 expuestos lo que representa un
porcentaje del 40%.

e En el grupo 6 a una dosis de 1,00 ppm de dicromato de potasio, al final del analisis
se determind que existia 5 animales muerto de los 10 expuestos lo que representa un

porcentaje del 50%.
9.2. Verificacion de los resultados

Para tabular y expresar los resultados se utilizd un modelo de regresion lineal-
Probit, que evalta en primer lugar un porcentaje de la dosis en relacion a la solucion a
evaluar, la dosis ya establecida es muy dificil llevarla a un porcentaje ya que daria
valores muy bajos porque incluso hay concentraciones inferiores a las ya establecidas
como 0,001, y como esos valores pueden dar valores negativos al momento de
establecer los valores logaritmicos, por tal razén es que se lleva a un valor porcentual de

dosis como se muestra en la tabla la concentracion 0 es 0, pero la concentracion 1,00
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vendria a ser el 100% de la dosis evaluada y asi se lo divide en un valor porcentual que
lo identifique.

Como estan definidos en valor porcentual este se lo determina en relacion a la
minima y a la maxima se establece el 0 y el 100%, este valor porcentual se lo lleva a un
valor logaritmico, en el Probit se utilizan valores logaritmicos porque con el logaritmo
los valores se ajustan, esto quiere decir que cuando en los valores hay rangos muy
amplios entre uno y otro hay mucho riesgo de que existan posibles aumentos de los
valores de errores estandar, por tal razén que cuando uno lo llevo a valores logaritmicos
lo que se hace es disminuir el error para que se ajusten las curvas, esto quiere decir que
se forman valores més definidos para una recta.

La dosis en ppm se la lleva a un valor porcentual porque si no se la lleva va a dar
valores muy bajos y puede salir valores negativos y lo que se evitan es que los valores
salgan negativos porque los valores logaritmicos negativos no se pueden llevar a un

grafico.

Tabla 9.2

Resultados mediante el método Probit

- 0 0,00 0,0 0
0,050 20 1,30 10,0 0,100 1,28155157 3,72
0,125 40 1,60 20,0 0,200 0.84162123 4,16
0,250 60 1,78 40,0 0,400 -0,2533471 4,75
0,500 80 1,90 40,0 0,400 -0,2533471 4,75
1,000 100 2,00 50,0 0,990 2,32634787 7,33

Media 0,321
Fuente: Bioensayo Ecotoxicologico de Poecilia reticulata
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

En la tabla 9.2, se aprecia que los valores llevados a modelo Probit, se lo hace
para obtener tres valores: el logaritmo de la dosis, el valor de la respuesta de la
mortalidad y un valor de la regresidn, se hace estas tres evaluaciones porque es una
forma de asegurarse de que tan distantes estan las curvas en relacion a la dosis, porque
una es la Probit la forma mas lejana que tiene de expresarse los resultados de mortalidad

en este modelo y la otra es la regresion que es el ajuste de la curva.
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Tabla 9.3
Resultados mediante el método Probit

log dose Probit regression
1,30 3,72 3,27
1,60 4,16 4,48
1,78 4,75 5,19
1,90 4,75 5,69
2,00 7,33 6,08

Fuente: Bioensayo Ecotoxicolédgico de Poecilia reticulata
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

La tabla anterior se resumen los valores para el desarrollo del grafico que
manifieste el modelo de regresion lineal, de esta manera los valores utilizados como
variable independiente corresponden a los valores del log dose (logaritmo de la dosis), y
la variable dependiente, serian los valores expresados de mortalidad en nimeros Probit
y los valores de predichos para el ajuste de la regresién estimada.

Grafico 9.1
Estimacion grafica de resultados mediante el modelo Probit
Dicromato Pez Guppy
—— Probit —— Regression
8,00
7,00 4
6,00 -
S < 500 -
g =
4,00
3,00 A
2,00 +
1,00
0,00 . . . . .
1,00 1,20 1,40 1,80 \L 1,80 2,00
Logdose

Fuente: Bioensayo Ecotoxicologico de Poecilia reticulata
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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El gréfico 9.1 representa el modelo Probit y su relacion con el logaritmo de la
dosis y el resultado de la regresion. La linea azul, nos muestra la curva del progreso del
resultado Probit que parte de un valor menor a 4,00 (3,72), y llega casi a 8,00 (7,33); la
curva que representa al valor de la regresion, que es de color fucsia, parte desde un poco
méas de 3,00 (3,27) y llega a un valor mayor de 6,00, es decir, 6,08. El valor del
logaritmo de la dosis se encuentra en la parte inferior del gréfico, y el valor de Probit y
la regresion, se expresa en la variable (y).

Es necesario llevar los datos obtenidos al modelo Probit, con la finalidad de
ajustar las concentraciones de las dosis y su relacion con el porcentaje de mortalidad en
namero Probit.

Como se observa en el grafico 9.1 el valor de cl50 por estimacion grafica se
obtiene trazando unas lineas verticales y horizontales que describan los valores

estimados para la cI50. Las cuales se aprecian en el grafico mencionado.
9.2.1. Concentracién letal 50 (CLso)

Representa la mitad de la muerte de las especies en un estudio. Se puede ser mas
exacto en la concentracion de las dosis, 1o que se busca que no exista mucho error entre
el célculo de una dosis y otra y para calcular la CLso que es donde se encuentra el 50%
de los peces muertos.

Tabla 9.4
Concentracién letal media del Bioensayo
slope 4,02 logLD50= | 1,732 log dose
y intercept -1,97 LD50= 53,946 doses %

0,346 ppm

Fuente: Bioensayo Ecotoxicolégico de Poecilia reticulata
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

La CLso es 53,946 de la dosis, por tal razon es que se lleva la dosis a un
porcentaje, la cual se encuentra estaria 1,732 lo que corresponderia en la ppm de
dicromato a 0,346 ppm de dicromato. Esto quiere decir que a esta concentracion de
0,346 ppm de dicromato o superior a este tenemos la probabilidad que todos los
animales de un experimento se mueran. Porque al llegar a la CLso quiere decir que se

murieron la mitad de las especies tratadas, pero al llegar a la CLs1 puede que se mueran
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todas porque no necesariamente el modelo es progresivo la muerte no va a ser
progresiva.

Si después en una agua que tiene compuesto de cromo hexavalentes donde las
ppm sean superior a 0,346 todas las especies que estén en este rango de concentracion
corren el riesgo de que la mitad se mueran y al morirse la mitad de una especie en

andlisis ambientales en como que se mueran todas.
9.2.2. Evaluacion estadistica de la regresion

Para contar con andlisis estadisticos mas exactos, se realiz6 una verificacion de los datos
mediante el andlisis automatico de Microsoft Excel, el cual evidencio los mismos
valores para las funciones de la regresion lineal, acorde a lo expresado por el software

Statgraphics.

Tabla 9.5

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple 1
Coeficiente de determinacion R"2 1
R”2 ajustado 1
Error tipico 1,81299E-16
Observaciones 5

Fuente: Bioensayo Ecotoxicolégico de Poecilia reticulata
Elaboracion: Autora del Trabajo de Titulacion

Como se aprecia en la tabla anterior, los valores de coeficiente de correlacion
multiple para los datos evaluados, se ajustan hacia 1 en todos los ensayos realizados, asi
como también el coeficiente de determinacion R”2 y el R"2 ajustado en este caso fue
de 1. Esto manifiesta la correlacion de las variables cumpliendo con los supuestos del
analisis de regresion que deben describir normalidad, independencia y

homocedasticidad para los datos evaluados.
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Gréafico 9.2

Curva de la regresion ajustada

Variable X 1 Curva de regresion ajustada
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Fuente: Bioensayo Ecotoxicoldgico de Poecilia reticulata
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

9.2.3. Andlisis de la varianza

El analisis de la variabilidad nos ayuda a descomponer los valores provenientes de la
comparacion de las medias muestreales entre los grupos evaluados, de tal manera que se
puede describir la diferencia estadisticamente significativa para los datos obtenidos de
los ensayos. De tal manera que en base a los datos se realizo el andlisis estadistico de la
variabilidad ANOVA.

De los resultados expresados en la tabla 9.6, se puede describir un valor critico de F de
1,20 E-48, lo cual infiere que no existen diferencias estadisticamente significativas para
los grupos evaluados, de tal manera que los valores utilizados para dicho analisis si
concuerdan con los datos paramétricos y continuos, que manifiestan correlaciones entre
las variables, no causales, dando un mecanismo de comprobacion de la hipotesis
alternativa al aceptar que si se correlacionan las concentraciones utilizadas de dicromato

de potasio con el porcentaje de la mortalidad expresada en el modelo biologico del pez

guppy.
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Tabla 9.6
Andlisis de Varianza

Grados de Sumade  Promedio de los E Valor
libertad cuadrados cuadrados criticode F
Regresion 1 4,92895313  4,928953133  1,49957E+32 1,2009E-48
Residuos 3 9,8608E-32  3,28692E-32
Total 4 4,92895313
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad
Intercepcion  -1,965923422 5,6969E-16 -3,45087E+15 5,36644E-47
Variable X1  4,021990424 3,2844E-16 1,22457E+16 1,20094E-48
Inferior 95% Superior 95% Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intercepcion -1,96592342 -1,96592342 -1,965923422 -1,965923422
Variable X 1 4,02199042 4,021990424 4,021990424 4,021990424

Fuente: Bioensayo Ecotoxicolégico de Poecilia reticulata
Elaboracion: Autora del Trabajo de Titulacidn

Los errores tipicos son valores muy bajos, que no implican la utilizacién de otro método
estadistico para su comprobacion futura, de tal manera que comprueban la correlacion
de las variables, bajo otros tipos de probabilidad como la t de Student. Igualmente se

calculan los valores limites para cada una de los factores de la funcion de ajuste.
9.3. Equipos, materiales y reactivos

Los equipos, materiales, sustancias y reactivos que se utilizaron para desarrollar
la presente investigacion sobre la evaluacion ecotoxicoldgica de agua dulce mediante

ensayos en pez guppy, son los siguientes:
9.3.1. Materiales

e Embudo.

e Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml.
e Espatulas de acero inoxidable.

e Envases de color &mbar.

e Matraz aforado de 500 y 1000 ml.

e Micropipetas desechables.
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e Papel de aluminio.

e Papel para filtro.

e Papel para pH.

e Pipetas seroldgicas de 5y 10 ml.

e Peras para succion.

e Portaobjetos y cubreobjetos.

e Probetas con graduacion de 50 y 100 ml.
e Vasos de precipitacion de 500 y 1000 ml.
¢ Viales con tapa de rosca.

e TermoOmetro.
9.3.2. Equipos

e Balanza analitica digital.
e Bomba dosificadora de aire para acuarios 20HP.

e Potencidémetro ATC.

9.3.3.Sustancias y reactivos

e Toxico de referencia: Dicromato de potasio con 99.9% de pureza.

e Agua destilada.

e Agua dulce.
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10.  Elaboracion del Reporte de los Resultados

10.1. Discusién

En los Gltimos afos, en varios paises, se ha concientizado sobre la importancia
de estudios que valoren la peligrosidad que puede generar el vertimiento de compuestos
toxicos en las aguas residuales, especialmente provenientes de la industria; pese a ello,
se han desarrollado muy pocas investigaciones sobre este tema, dado los altos costos de
ciertos quimicos contaminantes, la falta de técnicas para evaluar las sustancias y
asimismo el poco desarrollo de métodos estandarizados existentes para este tipo de
estudios.

En este mismo sentido, entre las especies mas utilizadas para este caso, se
encuentran los peces como por ejemplo la Poecilia reticulata, por pertenecer y ubicarse
en un nivel importante de la cadena alimenticia, y siendo un vertebrado cuyo entorno de
desarrollo es el medio acuatico, representa un organismo que brinda resultados
importantes en el momento de realizar una prueba bioldgica.

Uno de los parametros mas usados para este tipo de estudios es la determinacion
de la concentracion letal media «CLso», y entre las sustancias nocivas que pueden
provocar ecotoxicidad tenemos al dicromato de potasio, el cual fue el toxico de
referencia escogido en la presente investigacion.

No se encontr6 informacidn precisa sobre estudios ecotoxicologicas similares al
presente trabajo y mucho menos en nuestro pais, en los que se haya utilizado
conjuntamente el CLso, el dicromato de potasio y el pez guppy, sin embargo, existen
algunos estudios publicados y documentados en los cuales se los mencionan como parte
de sus investigaciones.

En un estudio realizado en el Valle del Cauca, Colombia (2013), publicado por
Barba-Ho, Ballesteros, Patifio y Ramirez Callejas con el fin de estimar el impacto
generado por los vertimientos de la industria de curtiembres en corrientes superficiales,
utilizaron dos organismos de prueba, el microcrustdceo Daphnia pulexy el pez Poecilia
reticulata; en este se monitored el vertimiento durante tres jornadas de 24 horas de
duracion cada una. En cada jornada se recolectaron 4 muestras compuestas de 6 horas

cada una, resultantes de la sumatoria de las submuestras tomadas cada media hora
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durante un periodo de 6 horas. Los maximos niveles de toxicidad (superiores a 100 UT)
en el vertimiento de la curtiembre se presentaron principalmente en las muestras
recolectadas durante las jornadas 1 (6:00 a.m. a 12:00 m.) y 4 (12:00 p.m. a 6:00 a.m.),
periodos en los cuales regularmente se adelantan los procesos de curtido que utilizan
sustancias toxicas como cromo Yy sulfuro.

Silva y otros (2007), en su estudio publicado en Chile, sobre la toxicidad aguda
con Diplodon chilensis usando el dicromato de potasio como toxico de referencia,
concluyeron que la sensibilidad de la especie expresada como el promedio de la CLso-
96 h de 8 bioensayos consecutivos es 20,4 mg L-1 con una desviacion estandar de 3,3
mg L-1, y el I limite de vigilancia superior (LCS) e inferior (LCI) de la CL50-96 h del
K2Cr207 es 27,0y 17,1 mg L-1, respectivamente.

Velandia Guauque y Montafiez Cardozo (2010), determinaron en un estudio
sobre bioensayos de toxicidad acuatica utilizando Daphnia pulex, que la concentracion
letal media CLso.4, del cromo hexavalente sobre esta especie era de 0.13 ppm, al igual
que para el plomo se determind que la Clso4s era de 0.43 ppm, las cuales se
encontraban entre el limite inferior y el limite superior del anélisis Probit demostrando
de esta forma una confiabilidad del 95% en los resultados encontrados; al realizar un
analisis comparativo de los valores hallados de la concentracion letal media del cromo
hexavalente (CLso-4s= 0.13 mg/L) y la concentracion letal media del dicromato de
potasio (CLso= 0.22 mg/L), se concluyd que el cromo hexavalente es més toxico cuando
se encuentra en estado puro, que cuando se encuentra haciendo parte de un compuesto

como es el dicromato de potasio.

Los estudios antes citados, no fueron realizados en nuestro pais, y no son iguales
al presente trabajo, pero son un ejemplo de la importancia del tema presentado, y por la
misma razon, que no existen muchos estudios que den informacion sobre la
ecotoxicidad, queda claro, que esta investigacion constituye una importante fuente de
informacién local, nacional y mundial, dejando un aporte cientifico-académico de gran
valor para el futuro, ya que se logro desarrollar un protocolo estandarizado que sera

imprescindible en distintas investigaciones venideras.

66



Por lo tanto lo antes citado nos indica que la especie Diplodon chilensise es
extremadamente resistente a altas concentracion de cromo hexavalente en aguas
residuales ya que segun el estudio realizado en Chile concluyeron que el valor
expresado con el promedio de la CLso es 20,4 mg L-1, mientras que el Daphnia pulex,
presenta sensibilidad a dichas aguas contaminadas con cromo hexavalente porque segun
el estudio presenta valores muy bajos e incluso inferiores al limite permisible segin la
ley y por ultimo segln el andlisis realizado en esta tesis nos indican que los alevines
Poecilia reticulata, son especies resistentes a altas concentraciones de cromo
hexavalente ya que se obtuvo un valor de 1,73 mg L-1 segln su CLso, valor superior
segun lo permisible a la ley que es de 0,5 mg L-1.

Ademas se ha llegado a establecer que, concentraciones de cromo a partir de 1.0
mg/l tiene efectos letales en peces, moluscos y crustaceos pueden llegar a acumular
concentraciones de hasta 400 veces por encima de niveles permisibles; esto puede
causar envenenamiento agudo en aquellos animales o seres humanos que los utilizan

como alimento.
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10.2. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos a traves del ensayo quimico-ambiental,
para la determinacion de la CL50 de dicromato de potasio en el pez guppy, en el
laboratorio de ecotoxicologia la Universidad Técnica de Manabi, se concluye que:

Los pardmetros y procedimientos utilizados en el ensayo ecotoxicoldgico
mediante la exposicion a diferentes concentraciones de dicromato de potasio como
sustancia patron toxica de referencia para determinar la concentracion letal media
(CLso) vy la toxicidad aguda de los peces Poecilia reticulata en agua dulce, nos permite
cumplir el objetivo planteado ya que se ha mostrado que el pez guppy es una especie de
confiabilidad para la determinacién de concentraciones altas de cromo hexavalente en
diferentes aguas residuales.

Todos los peces expuestos a diferentes concentraciones preparadas con
dicromato de potasio presentaron mortalidad a partir del 10%; siendo el grupo de 1,0
ppm el que presentd el mayor porcentaje de mortalidad con el 50%; lo que quiere decir
gue a mayor concentracion, es mayor el riesgo de muerte de los organismos
perjudicados. Entonces la dosis-respuesta fue del 100% de letalidad a una concentracion
de solucion de 1,0 ppm de dicromato de potasio, puesto que el CLso, mide el 50% de
toxicidad de la especie en un medio circundante.

Se desarrollé en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la Facultad de Ciencias
Matematicas, Fisicas y Quimicas, la implementacion de equipos y materiales
necesarios, conjuntamente con la estandarizacion de un protocolo de evaluacion
ecotoxicoldgica en agua dulce en peces de la especie Poecilia reticulata (pez guppy),
que se podra poner en préactica para el andlisis de aguas residuales industrializadas en
nuestro medio, y que servira para futuras investigaciones de importancia cientifico-

académica.
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10.3. Recomendaciones

En base a las conclusiones realizadas se recomienda lo siguiente:

Con el apoyo del Gobierno Nacional conjuntamente con el Ministerio de
Industrias y Productividad, realizar programas de capacitacion dirigidos estudiantes y
egresados de nivel académico superior y profesionales en ciencias quimicas y bioldgicas
mediante charlas y seminarios cientifico-académicos para acrecentar los conocimientos
en cuanto estas ramas de las ciencias poco desarrolladas en nuestro medio; asimismo
apoyar para la planificacion e implementacion de centros de investigacion que faciliten
las investigaciones.

A la Universidad Técnica de Manabi, en especial a la Facultad de Ciencias
Matematicas, Fisicas y Quimicas y la Escuela de Ingenieria Quimica, a través de sus
autoridades y docentes, promover el desarrollo protocolos para diferente tipos de
investigaciones quimicas de poco conocimiento pero de mucha utilidad en nuestra
localidad, debidamente fundamentadas.

A los estudiantes universitarios de la Escuela de Ingenieria Quimica, procedentes
de cualquier universidad de la provincia de Manabi o de cualquier otra region; usen la
presente investigacion como un instrumento certificado para el desarrollo de cualquier
investigacion que tenga relacion con el tema y la problematica planteada, como recurso
referencial importante.

A cualquier investigador o individuo, la presente investigacion es un material
debidamente desarrollado, con todos los parametros que estipulan los reglamentos y
normas postuladas internacionalmente, el cual queda a disposicion como protocolo para
la determinacion de la concentracion de la letalidad media (CL50) y toxicidad aguda del
dicromato de potasio en los peces de la especie Poecilia reticulata en agua dulce como
medio de circundante; por lo que se recomienda para cualquier desarrollar cualquier

estudio de este tipo.
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Anexo 1
Ficha internacional de seguridad del dicromato de potasio

DICROMATO DE POTASIO ICSC: 1371

Abril 2005

CAS: 7778-50-9 Dicromato (VI) de dipotasio

RTECS: HX7680000 Sal de dipotasio del acido dicromico

NU:. 3288 Bicromato potasico

CE Indice Anexo I: 024-002-00-6 K,Cr,0,

CE / EINECS: 231-906-6 Masa molecular: 294.2

TIPO DE PELIGRO / PELIGROS AGUDOS / PREVENCION PRIMEROS AUXILIOS /

EXPOSICION SINTOMAS LUCHA CONTRA

INCENDIOS

INCENDIO Mo combustible pero facilita la NO poner en contacto En caso de incendio en el entomo: agua
combustion de otras sustancias. oon sustancias en grandes cantidades.

inflamables.

EXPLOSION Riesgo de incendio y explosicn en
contacto con sustancias combustibles.

EXPOSICION [EVITAR LA {CONSULTAR AL MEDICO EN TODOS

DISPERSION DEL LOS CASOSI
POLVOI jEVITAR TODO
CONTACTO!

Inhalacion Sensacion de quemazon. Dolor de Sistema cemrado y Aire limpic, reposo. Posicidn de
garganta. Tos. Sibilancia. Dificultad ventilacion. semiincorporado. Respiracion artificial si
respiratoria. estuviera indicada. Proporcionar

asistencia medica.

Piel Enrojecimiento. Dolor. Quemaduras Guantes de proteccion. Aclarar con agua abundante, después
cutaneas. Traje de proteccion. quitar la ropa contaminada y aclarar de

nuevo. Proporcionar asistencia meédica.

Ojos Enrcjecimiento. Dolor. Vision bormosa. Pantalla facial o Enjuagar con agua abundante durante
Quemaduras profundas graves. proteccion ocular varios minutos (quitar las lentes de

combinada con contacto si puede hacerse con facilidad),
proteccion respiratoria. después proporcionar asistencia medica.

Ingestion MNauseas. Vomitos. Dolor abdominal. Mo comer, ni beber, ni Enjuagar la boca. Dar a beber uno o dos

Sensacion de qguemazon. Diarrea.
Shock o colapso.

fumar durante el irabajo.
Lavarse las manos antes
de comer.

vasos de agua. Proporcionar asistencia
medica.

DERRAMES Y FUGAS

ENVASADO Y ETIQUETADO

Proteccion personal adicional: traje de proteccion completo
incluyendo equipo auténomo de respiracion. Barrer la sustancia
demramada e introducirla en un recipiente no combustible; si fuera
necesario, humedecer el polvo para evitar su dispersion. Recoger
cuidadosamente el residuo, trasladarlo a continuacién a un lugar
seguro. NO absorber en serrin u otros absorbentes combustibles.
NO permitir que este producto gquimico se incorpore al ambiente.

Mo transportar con alimentos y piensos.

Clasificacion UE
Simbolo: T+, N, O

R: 45-46-60-61-8-21-25-26-34-42/43-48/23-50/53

S: 53-45-60-61
Mota: E, 3
Clasificacion NU

Clasificacion de Peligros NU: 6.1

Grupo de Envasado NU: 11

RESPUESTA DE EMERGENCIA

ALMACENAMIENTO

Ficha de Emergencia de Transporte (Transport Emergency

Card): TEC (R}-61GT5-II

Separado de sustancias combustibles y reductoras, alimentos y
piensos. Almacenar en un area sin acceso a desagies o alcantarillas.

IPCS

International
Programme on

Preparada en el

UNEP

Contexto de Cooperacidn entre &l IPCS y la Comision Europea © CE, IPCS, 2005

ﬁ‘% A, (O)FHEE—

Chemical Safety Vm

Fuente: International Programme on Chemical Safety y Comisién Europea
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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Anexo 2

Ficha internacional de seguridad del dicromato de potasio

DICROMATO DE POTASIO

ICSC: 1371

DATOS IMPORTANTES

ESTADO FISICO; ASPECTO
Cristales de naranja a rojos.

PELIGROS QUIMICOS
La sustancia es un oxidante fuerte y reacciona con materiales
combustibles y reductores. La disolucion en agua es un acido débil.

LIMITES DE EXPOSICION

TLV: {coma Cr) 0.05 mgé/m? como TWA; A1 (cancerigeno humano
confirmadao); BEI establecido (ACGIH 2003).

MAK: (Fraccién inhalable); H (absorcion dérmica); Sh (sensibilizacion
cutdnea); Cancerigeno: categoria 1; Mutdgeno: categoria 2; BAR
establecido (DFG 2009).

VIAS DE EXPOSICION
La sustancia se puede absorber porinhalacidn del aerosol, a través de
la piel y por ingestion.

RIESGO DE INHALACION
Puede alcanzarse rapidamente una concentracion nociva de particulas
suspendidas en el aire cuando se dispersa.

EFECTOS DE EXPOSICION DE CORTA DURACION

La sustancia es comosiva para los ojos, la piel y el tracto respiratorio.
Corrosivo por ingestion. La sustancia puede afectar al rifdn e higado,
dando lugar a lesiones de los tejidos.

EFECTOS DE EXPOSICION PROLONGADA O REPETIDA

El contacto prolongado o repetido puede producir sensibilizacion de la
piel. La exposicion prolongada o repetida por inhalacion puede oniginar
asma. La sustancia puede afectar a tracto respiratorio y rindn, dando
lugar a perforacion en el tabigue nasal y alteracion renal. Esta sustancia
s carcindgena para los seres humanos. Puede causar dano genético
hereditario en células germinales humanas. La experimentacion animal
muesira que esta sustancia posiblemente cause efectos toxicos en la
reproduccion humana.

PROPIEDADES FISICAS

Se descompone por debajo del punto de ebullicion a 500°C
Punto de fusion: 398°C
Densidad: 2.7 glcm®

Solubilidad en agua, g/100 ml a 20°C: 12 (elevada)

DATOS AMBIENTALES

La sustancia es muy toxica para los organismos acuaticos. La sustancia puede causar efectos prolongades en el medio acuatico.

NOTAS

Enjuagar la ropa contaminada con agua abundante (peligro de incendio). NO llevar a casa la ropa de trabajo. Nadie que haya mostrado
sintomas de asma debe entrar nunca en contacto con esta sustancia. Los sintomas de asma no se ponen de manifiesto, a menudo, hasta
pasadas algunas horas y se agravan por el esfuerzo fisico. Reposo y vigilancia médica son, por ello, imprescindibles. Esta ficha ha sido
parcialmente actualizada en abril de 2010: ver Limites de exposicion, Ingestion-Primeros Auxilics.

INFORMACION ADICIONAL

Limites de exposicidn profesional (INSHT 2011):

VLA-ED: (como Croma) 0,05 mgim?®

1B (Sustancia carcinogénica de categoria 1B); M1B (Sustancia mutagénica de categoria 1B).

Notas: sensibilizante. Esta sustancia tiene establecidas restricciones a la fabricacion, comercializacion o al uso especificadas en

el Reglamento REACH.

NOTA LEGAL Esta ficha contiene la opinidn colectiva del Comité Internacional de Expertos del IPCS y es independiente de

requisitos legales. Su posible uso no es responsabilidad de la CE, el IPCS, sus representantes o el INSHT, autor

de la version espanola.

© IPCS. CE 2005

Fuente: International Programme on Chemical Safety y Comisién Europea
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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Anexo 3

Desarrollo del bioensayo ecotoxicolédgico

X'
Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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Anexo 4
Desarrollo del bioensayo ecotoxicolégico

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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Anexo 5

Desarrollo del bioensayo ecotoxicolégico

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion

Anexo 6

Desarrollo del bioensayo ecotoxicolégico

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracion: Autora del Trabajo de Titulacion
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Anexo 7
Desarrollo del bioensayo ecotoxicolégico

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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Anexo 8

Desarrollo del bioensayo ecotoxicolégico

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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Anexo 9
Desarrollo del bioensayo ecotoxicolégico

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracion: Autora del Trabajo de Titulacion
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Anexo 10
Desarrollo del bioensayo ecotoxicoldgico

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracion: Autora del Trabajo de Titulacion
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Anexo 11
Desarrollo del bioensayo ecotoxicolégico

Fuente: Laboratorio de Ecotoxicologia
Elaboracién: Autora del Trabajo de Titulacion
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