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RESUMEN

La ecotoxicologia nos permite conocer efectos adversos de las sustancias en los
ecosistemas, mediante andlisis de las rutas de exposicion en un organismo. Siendo
los ensayos de toxicidad, métodos reconocidos y empleados en muchos paises, en el
monitoreo y control de la contaminacion del ecosistema. Este estudio se centro en la
determinacion de la concentracion letal media del K;Cr,0-, la valoracion se llevo a
cabo mediante el bioensayo en Artemia salina (nauplios de 24 horas de nacidos), por
ser organismos representativos de la cadena trofica y presentar alta sensibilidad a
alteraciones en su medio (agua de mar), para las pruebas de toxicidad se realiz6 el
siguiente proceso: determinar concentracion del toxico que produce la muerte del
50% de la poblacién expuesta (CLsg), utilizando el medio artificial a pH de 6,8,
inyectando aire con una bomba con el fin de saturar de oxigeno la solucion, controlar
la eclosion de los huevos a 25 °C, pasadas 24 horas, se fabrico la solucién madre del
Dicromato y las de trabajo a concentraciones de 5,10, 15 y 20 ppm incluyéndose un
grupo control, las cuales se emplearian para la posterior exposicion de 10 nauplios,
se analiz6 la aceptabilidad de los resultados y estimacion de la concentracion letal
media, usando métodos estadisticos como Probit, Reed Muench y el de estimacion
grafica obteniéndose un indice de toxicidad para nuestra sustancia patron, se
emplearon varios métodos para comparar dichos valores y relacionarlos entre si,
optando por el mas conveniente que en nuestro caso fue de 13,06 mg/l o ppm de
K.Cr,07, obtenido por el método de Reed Muench con valores acumulados no
corregidos. La investigacion se ejecutd en el laboratorio de la carrera de Ingenieria
Quimica de la Universidad Técnica de Manabi dando una pauta para emplear los
bioensayos como instrumentos importantes y determinantes considerandolos como
métodos bioldgicos de evaluacion validos para reforzar los andlisis fisicoquimicos
existentes dando una respuesta global a los contaminantes disueltos en las aguas que
deberian ser considerados en las normas ambientales vigentes, abriendo un nuevo
camino para el uso de este organismo en la valoracion de toxicidad en nuestro pais.

Palabras claves: Bioensayo, Toxicidad, Artemia, Dicromato De Potasio,

Concentracion Letal Media. Ecotoxicologia
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SUMARY

Ecotoxicology lets us know adverse effects of chemicals on ecosystems through
analysis of exposure pathways in an organism. Being toxicity testing, methods
recognized and used in many countries, in the monitoring and control of pollution of
the ecosystem. This study focused on the determination of the median lethal
concentration of K,Cr,O, valuation is carried out by the Artemia saline bioassay
(nauplii 24 hours old), as representative bodies of the food chain and its high
sensitivity to changes in their environment (seawater) for toxicity testing was
performed the following process: determining the toxic concentration that produces
death in 50 % of the exposed population (LCsg ) using the artificial medium at pH
6.8, injecting air with a pump in order to saturate the solution oxygen , control the
hatching at 25 °C, after 24 hours, the mother solution of dichromate was made and
working at concentrations of 5.10 , 15 and 20 ppm being included a control group,
which would be used for subsequent submission of 10 nauplii, the acceptability of
the results and estimation of the median lethal concentration was analyzed using
statistical methods such as Probit , Reed Muench and estimation graph obtained a
toxicity index by our standard substance, several methods was used to compare those
values and relate to each other, opting for the more convenient in our case was 13,06
mg/l or ppm of K,Cr,O7 it obtained by the method of Reed Muench with
accumulated values uncorrected . The research was carried out in the laboratory of
the Chemical Engineering of Manabi Technical University, giving a guideline for
using bioassays as important and decisive tools considering them as valid biological
assessment methods to strengthen existing physicochemical analysis giving an
overall response to contaminants dissolved in water that should be considered in
environmental regulations, opening a new way for the use of this organism in the

assessment of toxicity in our country.

Keywords: Bioassay, Toxicity, Artemia, Potassium dichromate, Lethal

Concentration, Ecotoxicology.
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1. LOCALIZACION DEL PROYECTO

El siguiente proyecto se realiz6 en la ciudad de Portoviejo, la cual es la cabecera
del canton del mismo nombre y capital de la provincia de Manabi, se ubica en el
sector centro sur de la provincia, a aproximadamente 30 km del Océano Pacifico y a

36 km al noreste de la ciudad de Manta.

Su ubicacion geografica corresponde a 87° 27 minutos de longitud Oeste y 0° 3

minutos de latitud Sur.

La ciudad de Portoviejo se encuentra rodeada, de colinas de baja altura sobre el
valle del Rio Portoviejo. ElI cantdn tiene una superficie de 967.5 kilébmetros

cuadrados Yy su altitud promedio es de 36 metros sobre el nivel del mar.

Limita al norte con los cantones Rocafuerte y Junin, al sur con el Cantdn Santa

Ana, al este con el cantén Bolivar, y al oeste con el Océano Pacifico.

FIGURA N°1

Mapa de la ciudad de Portoviejo

Fuente: Google maps
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1.1. MACRO-LOCALIZACION

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de la
Facultad de Ciencias Matemaéticas Fisicas y Quimicas de la Universidad Técnica de
Manabi cuya ubicacion esta en la Avenida José Maria Urbina, via a Crucita, de la
Parroquia 12 de Marzo, en el Canton Portoviejo, provincia de Manabi, cuyas

coordenadas Geograficas son:

e Latitud: 1° 2 46.48” Sur

e Longitud: 80°27° 10.92” Oeste
e Elevacion: 46 m

e Coordenadas U.T.M.

e 9°869100 57185

FIGURA N° 2

Ubicacidn de la Facultad de Ciencias Matematicas Fisicas y Quimicas

Fuente: Google Earth
Elaborado por: Autores de Tesis
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1.2. MICRO-LOCALIZACION

Los ensayos ecotoxicoldgicos considerados como el eje fundamental de esta
investigacion, fueron ejecutados en los Laboratorios de la Carrera de Ingenieria
Quimica de la Universidad Técnica de Manabi, especificamente en el area designada

para los estudios ecotoxicoldgicos, y de andlisis de aguas.

FIGURA N° 3

Ubicacion del Laboratorio de Quimica

<

-(‘ .
"
L ﬁ .
faboratonejdetQuimica
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C

Fuente: Google Earth
Elaborado por: Autores de Tesis
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2. FUNDAMENTACION

La Facultad de Ciencias Matematicas Fisicas y Quimicas destaca de entre las
mejores facultades de la Universidad Técnica de Manabi, de tal modo que desde sus
inicios hasta la actualidad se han realizado muchos cambios positivos, sus principales
directivos siempre se han esmerado en mejorar tanto en el aspecto educativo, como
en el practico; todo ello gracias al progreso cientifico y tecnoldgico que se vive

actualmente en nuestro pais.

Para la obtencion del titulo profesional, es necesario realizar una tesis, de
cualquier modalidad, ya sea de trabajo comunitario o de trabajo investigativo; la cual
aportara en este caso a la Escuela de Ingenieria Quimica. Los autores de ésta tesis
junto a las autoridades impulsados por la necesidad de realizar un trabajo
investigativo, se decidid implementar un banco de reactivos, sustancias patrones,
equipos y accesorios necesarios para el Laboratorio de Ecotoxicologia, los cuales
estardn a disposicion de los estudiantes de la Carrera para realizar posteriores

investigaciones de tipo ecotoxicoldgico.

Esta tesis se fundamenta con una investigacion sobre la determinacion de
Dicromato de Potasio como Patron en Ensayos Ecotoxicologicos sobre Artemia
Salina, la cual abre la puerta para posteriores investigaciones, y asi fortalecer a
nuestra Carrera, en el campo ecotoxicoldgico, y por ende ser los pioneros, en cuanto

a trabajos y ensayos en esta rama de la toxicologia realizado dentro del alma mater.
2.1. DIAGNOSTICO DE LA POBLACION

La carrera de Ingenieria Quimica de la Universidad Técnica de Manabi cuenta
actualmente con dos laboratorios, que son el de Microbiologia implementado hace un
par de afos, y el de Quimica, el cual funciona desde inicios de la creacion de la

Carrera.

Debido a los cambios positivos en los programas de estudios es necesario que
tanto los estudiantes como los docentes de la Carrera cuenten con un conocimiento
sobre los ensayos que se podrian realizar en un laboratorio de Ecotoxicologia, ya que

éste permite tener nociones mucho mas puntuales sobre la toxicidad de los
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contaminantes tales como metales pesados y los efectos que se generan debido a la
bioacumulacion y a su vez la biomagnificacion que conllevan principalmente en la

salud de los seres vivos.

El desarrollo de ensayos y andlisis ecotoxicologicos en la Carrera de Ingenieria
Quimica conllevaria a que los estudiantes de esta prestigiosa alma mater estén
encaminados a ser profesionales capaces con nuevas visiones al momento de resolver
problemas relacionados con los diferentes aspectos de la quimica ambiental, sobre
todo como ya se lo expuso anteriormente con las consecuencias toxicoldgicas que
podrian ocasionar ciertas sustancias quimicas que se encuentren en el entorno ya sea
en el agua, suelo o aire; lo cual ayudaria a conservar y evitar extinciones de especies
vulnerables a quimicos, tener informacion sobre qué ocurre debido al efecto de
bioacumulacion de metales y sustancias peligrosas, es decir, que se podria mantener

al Medio Ambiente en condiciones 6ptimas para la vida de seres humanos.

Ademas se considera necesario establecer indices de toxicidad de diferentes
sustancias patrones en modelos bioldgicos, ya que en nuestro pais no existe
investigacion alguna sobre este tema. Por ello, una vez implementado el laboratorio,
se procedera a realizar los ensayos necesarios para poder determinar indices de
toxicidad, asi como también la caracterizacién de los efectos y dosis requeridas de

sustancias patrones en la exposicién de diversos modelos bioldgicos.

Las autoridades de la Universidad Técnica de Manabi, en especial quienes
pertenecen a la Carrera de Ingenieria Quimica estdn motivados y deseosos de seguir
avanzando en el progreso cientifico y tecnologico de nuestra carrera y de la
Universidad en general, por lo que estan haciendo todo lo posible para poder lograr

dicho pedido de estudiantes y docentes.
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2.2. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

La investigacion que se desea realizar sobre la determinacién de ciertos indices de
toxicidad (toxicidad aguda) de sustancias patrones en este caso el Dicromato de
potasio como tal, en modelos bioldgicos (Artemia Salina) se limita, ya que la
Carrera de Ingenieria Quimica no cuenta con un laboratorio ecotoxicoldgico, en el
cual se podria determinar los efectos que ocasionan la presencia de compuestos
toxicos peligrosos e incluso considerados como cancerogénicos, como lo es el
Dicromato de potasio en el medio ambiente, el problema no radica en tan solo saber
de la existencia de tal compuesto sino lo perjudicial que es para el ser vivo, debido al
mecanismo de biomagnificacion, por lo tanto se otorga debida importancia a la
implementacién del laboratorio y a la ejecucion de ensayos ecotoxicoldgicos sobre

modelos bioldgicos que nos permitan conocer dichas consecuencias.

De esta manera al cumplir con la investigacion propuesta de obtener indices de
toxicidad, caracterizacion de los efectos y dosis de sustancias patrones en la
exposicion de modelos bioldgicos, se da la pauta a los estudiantes junto con los
docentes para que lleven a cabo las nuevas practicas para obtencién de
conocimientos innovadores e incrementen oportunidades de futuras investigaciones,
generando mucha mas amplitud sobre la quimica ambiental, medioambiental y sobre

todo la ecotoxicologia.

2.3. PRIORIZACION DEL PROBLEMA

El problema no solo estad en la falta del laboratorio ecotoxicoldgico, sino que
también en la implementacion de reactivos, sustancias patrones, equipos y accesorios
necesarios para el manejo de los mismos por parte de los estudiantes para la
obtencion de nuevas formas de practicas relacionadas con la quimica ambiental, la

toxicologia y ramas afines.

La falta de conocimientos en cuanto a los niveles de toxicidad que poseen ciertos
quimicos (sustancias patrones) sobre algin o algunos organismos (modelos
bioldgicos), se debe a la falta de préacticas, a la falta de analisis, a la falta de

investigaciones, todo ello debido a que no se cuenta con el Laboratorio
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ecotoxicoldgico, puesto que por medio de analisis espectrofotométricos solo se
conoce de la existencia de tal contaminante mas no el grado de toxicidad que genera

y las consecuencias que se generan por la bioacumulacion con el tiempo.

Para desarrollar nuestra investigacion es necesario contar con el laboratorio
ecotoxicoldgico, ya que se necesita realizar las pruebas que permitan determinar la
concentracion del Dicromato de Potasio como sustancia patron que produzca la
muerte de la mitad de la poblacion utilizada (Artemia Salina — Modelo Bioldgico),
conocida como dosis letal media CLso. Recalcando que para la validez del ensayo no
solo se lo hara una vez, sino que a varias repeticiones con diferentes concentraciones
para asi obtener resultados mucho mas fidedignos y que complementen analisis

fisicos quimicos cominmente practicados.

En otras palabras el mayor problema que limita la aplicacion de bioensayos es el
numero restringido de laboratorios especializados. Aspecto que trata de paliarse, en
gran medida, con la implementacion de bioensayos alternativos para permitir llevar a
cabo pruebas rutinarias de bajo costo, y con equipo y materiales béasicos de
laboratorio.

2.4. DELIMITACION DEL PROBLEMA

e CAMPO: Medio Ambiente
e AREA: Ecotoxicologia

e ASPECTO: Determinacion de toxicidad mediante bioensayos

DELIMITACION DE ESPACIAL: El presente proyecto se realizara en el

Laboratorio de Ecotoxicologia de la Universidad Técnica de Manabi.

DELIMITACION TEMPORAL: El presente proyecto se realizara durante el
periodo de Noviembre del 2013 a Abril del 2014.
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3. JUSTIFICACION

Las nuevas leyes medioambientales estipulan que ante todo se realice una
evaluacion de impactos sobre el ecosistema y la salud humana, los cuales son
provocados por las numerosas actividades humanas; nuestro pais carece de
investigaciones cientificas relacionadas con efectos ecotoxicolégicos, por lo tanto no
se puede controlar facilmente los efectos adversos que puedan provocar diferentes

agentes toxicos, como los metales pesados y sustancias peligrosas.

Se considera necesario realizar estudios de toxicidad, por lo que es fundamental
implementar laboratorios y técnicas de ensayos ecotoxicolégicos en diferentes puntos

a nivel nacional.

En la actualidad la aparicién de nuevos plaguicidas, la aplicacion de nuevas
sustancias, la generacion de desechos industriales, la evaluacion de la contaminacién
por emisiones, fugas, derrames y descargas, son algunos ejemplos de las diversas
actividades que requieren de procedimientos estandarizados, como técnicas que
permitan medir los impactos que ocasionan sobre los organismos y los ecosistemas.
Actualmente dichas actividades se regulan Unicamente con analisis fisicoquimicos,
que no son capaces de medir los efectos bioldgicos como consecuencia. Por lo tanto,
se debe dar la importancia de complementar dichos andlisis con bioensayos de
toxicidad para determinar los efectos sobre seres con vida, que puedan afectar
directamente a los ecosistemas en general. Con la ejecucion de ambos tipos de
pruebas se contard con una vision mas completa de los efectos adversos que se
generan sobre los componentes bioticos y abidticos de los ecosistemas contaminados
y se podran tomar medidas integrales para proteger el ambiente, Estas técnicas son
aplicables porque permiten establecer la toxicidad de una sustancia, ya sea de forma
inmediata (toxicidad aguda) por la muerte e inhibicién de los organismos, 0 porque a
mediano o largo plazo (toxicidad crénica) se produce un efecto sobre el crecimiento,
desarrollo y/o reproduccion de los organismos. Se realizaron experimentos de
toxicidad con Artemia salina, como bioindicador con el fin de determinar la
concentracion de compuestos de cromo tal como el Dicromato de potasio que
produzca la muerte del 50% de la poblacion expuesta CLso. EI cromo hexavalente es

uno de los elementos més frecuentes en el recurso agua y a su vez un gran peligro
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para vida , se empleara Dicromato de potasio como sustancia patron para determinar
las consecuencias que provoca la toxicidad de tal en Artemia Salina, debido a que el
cromo en su forma como elemento puro no es capaz de penetrar las membranas
intercelulares, sino que necesita una disolucion en nuestro caso la sustancia patrén,
para cuantificar el nivel de toxicidad y las adversidades que conlleva en los

organismos Vivos.

Muy localmente, se observa que la Universidad Técnica de Manabi, en la Carrera
de Ingenieria Quimica no se cuenta con un Laboratorio Ecotoxicolégico, el cual
limita realizar investigaciones no solo a estudiantes de la Universidad, sino también a

profesionales de toda la provincia de Manabi interesados en el campo de la toxicidad.

Los ensayos de toxicidad con organismos acuaticos a nivel mundial son métodos
reconocidos por la comunidad cientifica internacional y empleados en muchos
paises, como herramientas para el monitoreo y control de la contaminacién hidrica.
Sin embargo, cabe recalcar que en la normatividad Ecuatoriana vigente no nombra
las pruebas de toxicidad por lo tanto las entidades encargadas no aplican este método

para determinar las concentraciones maximas permisibles de contaminantes.
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4.1.

4.2.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

e Determinar la toxicidad aguda de Dicromato de Potasio en Artemia
Salina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Describir el potencial impacto de Dicromatos (Cr,0;)? y cromatos
(CrO)? al Ecosistema.

e Exponer a diferentes concentraciones de Dicromato de Potasio a la
Artemia Salina empleada como modelo biol6gico alternativo en
ecotoxicologia.

e Determinar la concentracion letal media (CLsp) del Dicromato de potasio
en Artemia Salina y observar los efectos adversos.

e Tabular los resultados obtenidos mediante la relacién dosis — respuesta,
empleando el sistema de analisis de varianza ANOVA.

e Implementar un banco de reactivos, sustancias patrones, equipos y
accesorios necesarios para el manejo de los mismos en las evaluaciones

ecotoxicoldgicas en el Laboratorio.
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S. MARCO CONCEPTUAL

5.1. DEFINICIONES

ACGIH: es la Conferencia Estadounidense de Higienistas Industriales
Gubernamentales (American Conference of Governmental Industrial Hygenists).
Recomienda los limites méaximos de exposicion (TLV) a substancias quimicas en el
lugar de trabajo. (NJDHSS, 2013)

Actividades antrépicas: Cualquier accién o intervencion que el ser humano
implementa sobre la faz de la Tierra. (Global Foundation for Democracy and
Development, 2014)

Bioacumulacion: Proceso mediante el cual circulan y se van acumulando a lo
largo de la cadena tréfica una serie de sustancias toxicas, las cuales pueden alcanzar

concentraciones muy elevadas en un determinado nivel. (TULAS, 2003)

Biomagnificacion: “La biomagnificacion es un fendmeno que perjudica
seriamente el desarrollo normal de los organismos en ecosistemas acuaticos y
terrestres. (Wikipedia, 2013)

Carcinogenicidad: relativo a la capacidad de inducir el desarrollo de un cancer.

Concentracion Letal (CL): se denomina de esta forma a la concentracion de una

sustancia (pura o combinada), o efluente que produce la muerte del organismo.

Concentracion Letal media (CLs): es la concentracion de la sustancia de
interés, cuyo efecto toxico potencial desea ser evaluado, que produce una tasa de
mortalidad del 50% de los organismos vivos bajo condiciones de operacién de un
bioensayo. Este valor es determinado estadisticamente a partir de los porcentajes de
mortalidad obtenidos de la lectura final del bioensayo.

Contaminante: sustancia ajena, presente en un sistema natural en una
concentracion mas elevada de lo normal causada por la actividad antrdpica directa o
indirecta. Presencia de cualquier agente fisico, quimico o biologico, o de

combinaciones de los mismos en lugares, formas y concentraciones tales y con tal
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duracion que sean o puedan ser nocivos para la salud, la seguridad o bienestar de los

Seres Vivos.

Cromatos: Cualquier sal del acido crémico.

DEP: es el Departamento de Proteccion al Medio Ambiente de New Jersey. (New
Jersey DOH Senior Services, 2013)

Dosis Letal: se conoce como cantidad de sustancia que resulta mortal al ser

administrada

Dosis letal media LDso: referida a la cantidad de sustancia que mata al 50% de la

poblacion.

Dosis letal minima LD\ o: cantidad minima de sustancia que resulta mortal al ser

administrada.

Efectos letales: (L6pez, 2009) Se menciona que en bioensayos, son las
alteraciones que causan la muerte del individuo debidas a la presencia de un efecto

téxico.

Efectos subletales: En bioensayos, son las alteraciones o transformaciones
morfoldgicas sobre un individuo de prueba que surgen por la presencia de un efecto

téxico.

Efectos toxicos agudos: Efectos adversos sobre un organismo vivo que se

presenta en un periodo de tiempo corto.

Ensayo de toxicidad: determinacion del efecto de un material 0 mezcla sobre un
grupo de organismos seleccionados bajo condiciones definidas. Mide las
proporciones de organismos afectados conocidos también como efecto cuantal o el

grado de efecto luego de la exposicion a la muestra.

EPA: Environmental Protection Agency, Agencia de proteccion ambiental de
EE.UU.
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Especies Reactivas de Oxigeno (ERO): Las especies reactivas de oxigeno (ROS)
son un conjunto de moléculas reactivas producidas durante procesos metabdlicos en
los que participa el oxigeno. Las ROS son moléculas muy reactivas encontrandose

entre ellas, los iones de oxigeno, los radicales libres y los perdxidos.

Estrés oxidativo: el deterioro y envejecimiento de las células cuando sobrepasa
de manera descontrolada los limites que establecen los mecanismos antioxidantes se
produce una concentracion de radicales libres, una especie quimica, definida y
peligrosa, caracterizada por su elevada reactividad y capacidad de formar otros

radicales libres por reaccion quimica en cadena, dafiando a la célula.

Hemolinfa: liquido circulatorio de los artropodos, moluscos, entre otros. Analogo
a la sangre de los vertebrados. Su composicion es muy variada de una especie a otra.
Puede ser de diferentes colores o incluso incolora, no tienen ninguna funcion

bioldgica, ya que el transporte de gases es independiente del aparato circulatorio.

Higroscopico: son todos los compuestos que atraen agua en forma de vapor o de

liquido de su ambiente, por eso a menudo son utilizados como desecantes.

Ignicién: Accion y efecto de estar un cuerpo ardiendo o incandescente. Ocurre
cuando el calor que emite una reaccion llega a ser suficiente como para sostener la
reaccion quimica. El paso repentino desde un gas frio hasta alcanzar un plasma se

denomina también ignicion. (Encured, 2011)

Metales pesados: son todos aquellos metales que tienen una densidad superior a 5
g/l.

Nauplio: es la primera larva caracteristica de los crustaceos.

NIOSH: es el Instituto Nacional para la Salud y Seguridad en el Trabajo
(National Institute for Occupational Safety and Health). Prueba equipos, evalla y
aprueba los respiradores, realiza estudios sobre los peligros laborales y propone
normas a la OSHA. (New Jersey DOH Senior Services, 2013)

RQ: Reactivo Quimico
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http://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto
http://es.wikipedia.org/wiki/Desecante
http://www.ecured.cu/index.php/Calor
http://www.ecured.cu/index.php/Plasma

OSHA: es la Administracion de Salud y Seguridad en el Trabajo (Occupational
Safety and Health Administration), la agencia federal que promulga las normas de
salud y seguridad y vigila el cumplimiento de dichas normas. (New Jersey DOH

Senior Services, 2013)

Solucion estandar: (Lopez, 2009)una solucion estandar o disolucion estandar es
una disolucion que contiene una concentracion conocida de un elemento o sustancia
especifica, llamada patron primario que, por su especial estabilidad, se emplea para

valorar la concentracion de otras soluciones, como las disoluciones valorantes.

Teratogeno: es una substancia que puede causar dafio al feto y malformaciones

en recién nacidos.

Toxicidad aguda: es el efecto letal que se produce después de exponer a los
organismos prueba a sustancias (puras o combinadas) o efluentes una sola vez,

durante un periodo corto. (L6pez, 2009)

Toxicidad cronica: Es la habilidad de una sustancia o mezcla de sustancias de
causar efectos dafiinos en un periodo extenso, usualmente después de exposiciones
continuas o repetidas. (TULAS, 2003, p. 292)

Toxicidad en agua: Es la propiedad de una sustancia, elemento o compuesto, de
causar efecto letal u otro efecto nocivo en 4 dias a los organismos utilizados para el

bioensayo acuatico.

Toxico de referencia: es una sustancia quimica utilizada en bioensayos de
toxicidad, cuyo efecto en los organismos a determinadas concentraciones es
conocido, y por lo tanto, permite establecer el estado de respuesta de los organismos

de prueba empleados, asi como comparar los resultados intra e inter laboratorios .
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5.2. MARCO LEGAL

5.2.1. CONSTITUCION POLITICA DEL ECUADOR

La Constitucion de la Republica del Ecuador aprobada y vigente desde el 20 de
Octubre del 2008, en los términos mas amplios la nueva Constitucion Politica del
Ecuador establece los principios, asi como los derechos y obligaciones de la
ciudadania en la parte correspondiente al medio ambiente. El sujeto de obligacién, en
este caso, es el Estado Ecuatoriano y los beneficiarios del derecho son los ciudadanos
y la naturaleza, como se sefiala en los articulos principales que se indican a

continuacion:

En el Art. 14: Se declara de interés publico la preservacion del ambiente, la
conservacion de los ecosistemas, la biodiversidad y la integridad del patrimonio
genético del pais, la prevencion del dafio ambiental y la recuperacion de los espacios

naturales degradados.

En la Seccion Sexta: Agua considerando (Constitucion de la Republica del
Ecuador , 2008) el Art. 411 cabe resaltar el siguiente enunciado: “Se regulara toda
actividad que pueda afectar la calidad y cantidad de agua, y el equilibrio de los
ecosistemas, en especial en las fuentes y zonas de recarga de agua. La
sustentabilidad de los ecosistemas y el consumo humano seran prioritarios en el uso
y aprovechamiento del agua.”; por lo tanto al considerar al Dicromato de potasio
como un agente que afecte a los ecosistemas acuaticos y se puede regular las

emisiones cuyas descargas sobrepasan los parametros de niveles aptos.
5.2.2. LEY DE GESTION AMBIENTAL

Con la Codificacion 19, Registro Oficial Suplemento 418 de 10 de Septiembre
del 2004, esta ley establece los principios y directrices de politica ambiental;
determina las obligaciones, responsabilidades, niveles de participacion de los
sectores publico y privado en la gestion ambiental y sefiala los limites permisibles,
controles y sanciones en esta materia. La Ley de Gestion Ambiental es la normativa

fundamental para el cumplimiento de los objetivos sefialados en la Constitucion
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referentes a los deberes del Estado y obligaciones de los ciudadanos para proteger el

medio ambiente.

De acuerdo al CAPITULO V encontrado (Ley de Gestion Ambiental, 2004) que

trata de Instrumentos de Aplicacion de Normas Ambientales, segun:

“Art. 33. Se Establéense como instrumentos de aplicacion de las normas
ambientales los siguientes: parametros de calidad ambiental, normas de efluentes y
emisiones, normas técnicas de calidad de productos, régimen de permisos y licencias
administrativas, evaluaciones de impacto ambiental, listados de productos
contaminantes y nocivos para la salud humana y el medio ambiente, certificaciones
de calidad ambiental de productos y servicios y otros que seran regulados en el

respectivo reglamento. ”

Por lo tanto en el articulo anterior al no ser un estudio de calidad de agua, sino de
evidenciar la toxicidad de un contaminante establecido, nos guiaremos en el listado
de productos contaminantes y nocivos para la salud humana y medio ambiente, ya
que con estudios mas profundos posteriores se puede solicitar que se incluya a

nuestro patrén en caso de no estar en la lista.

De acuerdo a la revisién bibliografica de las leyes ecuatorianas relacionada al
tema en estudio en el Reglamento a la Ley De Gestion Ambiental para la
Prevencion y Control de la Contaminacion Ambiental (Texto Unificado
Legislacion Secundaria, Medio Ambiente, 2003), en el CAPITULO 1 refiriéndose
al Art. 44 nos indica que el amparo de la Ley de Gestiobn Ambiental y el presente
Texto Unificado de Legislacion Secundaria Ambiental, el Ministerio del Ambiente,
en su calidad de Autoridad Ambiental Nacional, en coordinacion con los organismos
competentes, deberd dictar y actualizar periddicamente las Normas Técnicas
Ambientales Nacionales, las mismas que constan como Anexos al Libro VI De la
Calidad Ambiental, tomando como fuente de relevancia dicho libro y sus anexos
especificamente el Anexo VII donde se denota la carencia de la mencion como

sustancia peligrosa al Dicromato de potasio.
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La toxicidad se ve renombrada en el CAPITULO VII De Las Normas
Ambientales Seccién Il Elaboracion de las Normas de Calidad Ambiental,

puntualiza especificamente lo siguiente:

“Art. 116.- Recopilacion de Informacion Cientifica “Para la elaboracién
de las normas de calidad ambiental, el Ministerio del Ambiente recopilara los
antecedentes y se encargara de la preparacion de los estudios o investigaciones
cientificas, epidemioldgicas, clinicas, toxicolégicas y otros que sean necesarios,
para establecer los niveles de seguridad ambiental para la sociedad y los
ecosistemas. Los estudios deberan efectuarse en coordinacion con las
entidades publicas, privadas o académicas que el Ministerio del Ambiente considere
apropiadas, principalmente con la Autoridad Nacional del Recurso y la Autoridad
Nacional de Salud.” (TULAS, 2003).

Y en el mismo capitulo TITULO VI, Régimen Nacional Para La Gestién De
Productos Quimicos Peligrosos refiriendose al Art.- 237 de acuerdo al siguiente

literal expone:

“g) Establecer, mantener y actualizar las Listas Nacionales de Productos
Quimicos Prohibidos, Peligrosos y de Uso Severamente Restringido que se
utilicen en Ecuador, priorizando aquellos que por la magnitud de su uso o por sus
caracteristicas de toxicidad y peligrosidad, representen alto riesgo potencial o

comprobado para la salud y el ambiente.”

En el libro VI también se abarcan temas Del Sistema Unico de Manejo
Ambiental, en el Anexo I: Norma de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes:

Recurso Agua

Tomado de las Normas de Descarga de Efluentes a un Cuerpo de Agua o
Receptor: Agua Dulce y Agua Marina, se estipula que: “Los regulados que exploren,
exploten, refinen, transformen, procesen, transporten o almacenen hidrocarburos o
sustancias peligrosas susceptibles de contaminar cuerpos de agua deberan contar y
aplicar un plan de contingencia para la prevencién y control de derrames, el cual
deberéa ser aprobado y verificado por la Entidad Ambiental de Control. Las normas

locales para descargas serén fijadas considerando los criterios de calidad establecidos
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para el uso o los usos asignados a las aguas. Las normas guardaran siempre
concordancia con la norma técnica nacional vigente, pudiendo ser unicamente igual o
mas restrictiva y deberan contar con los estudios técnicos y economicos que lo

justifiquen.”

Por lo tanto al manifestarse un posible efecto toxicoldgico perjudicial debido a la
bioacumulacion en seres vivos, se podria en un futuro regular dicha ley para que se

controle el vertimiento del toxico en estudio Dicromato de potasio.

En la siguiente tabla se resumen los niveles permisibles del Cromo hexavalente,
que se presenta cominmente como cromatos y dicromatos, hacia la calidad del agua,
sobresaliendo los valores en el medio marino, debido que serd el entorno en el cual
se desarrolla nuestro modelo bioldgico definido en la Artemia Salina, dichos
valores son tomados como referencia en nuestro estudio puesto a que no se toma en

cuenta al Dicromato de potasio en la ley vigente.
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TABLAN°1

Limites permisibles de Cromo y sus formas quimicas encontrados en el recurso agua segun los anexos del TULAS

Limites permisibles de Cromo y sus formas quimicas
AGUA
Perservacion de floray
fauna
Metal.y !:orma Unidad Consumo Subterranea |  Uso Uso Descargas
quimica _ _ _ : | S.de
Tratamiento | . . . . | Fria | Calida . enpg/l | Agricola pecuario | Agua| Agua
. Desinfeccion Marina alcantari :

Convencional Dulce | Dulce llado Dulce [Marina
Cromo %
hexavalente crl my/l 0,05 0,05 0,1 1 05 | 05 | 05
Cromo
Total Cr| mg/l 0,05 | 0,05 0,05 16

Fuente: Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria Libro 6, Anexo 1, datos extraidos de Tablas 1,2, 3,5,6,8,11,12 y 13
Elaborado por: Autores de Tesis



De acuerdo al LIBRO VI Anexo VII: Listados Nacionales de Productos
Quimicos Prohibidos, Peligrosos y de Uso Severamente se toma los siguientes

articulos:

“Art. 1.-se debe Declarar a las sustancias que se indica en el siguiente
cuadro, como productos quimicos peligrosos sujetos de control por el Ministerio del
Ambiente y que deberan cumplir en forma estricta los reglamentos y las Normas
INEN que regulen su gestion adecuada” (TULAS, 2003)

“Art. 4.- El Ministerio del Ambiente definird los procedimientos asi como
establecera los plazos para la eliminacion definitiva de las sustancias indicadas
como prohibidas, para lo cual serd asesorado por la Secretaria Técnica de
Gestion de Productos Quimicos Peligrosos.” (TULAS, 2003)

TABLAN° 2

Diferentes compuestos del Cromo considerados como “Productos Quimicos
Prohibidos” que se utilicen en el Ecuador:

N° Nombre Formula Quimica
73 Cloruro de Cromo 1l CrCl;

78 Cromatos de Plomo PbCrO4

79 Cromatos de Zinc ZnCrOy

80 Cromo Cr:2,3,4,5,6

82 Dicromato de Sodio NaCr,0y

165 Sulfato de Cromo (cromico) Cry(S0q)

180 trioxido de Cromo (anhidrido cromico) CrO3

181 Trioxido de Dicromo (6xido verde) Cr,03

Fuente: Cuadro N°1 del Anexo 7 del libro 6 del TULAS
Elaborado por: Autores de Tesis

De acuerdo a lo revisado y expuesto en parrafos anteriores se debe tener muy en
cuenta que en todas las leyes ambientales vigentes no se tiene un parametro o limite
permisible maximo o minimo, del compuesto en estudio en este caso el Dicromato de
potasio, solamente se considera al ion cromo hexavalente . Es decir no existe registro
de datos que lo incluyan como compuesto toxico y peligroso en ninguno de los

recursos del ambiente tal como agua y suelo, por lo tanto esto nos brinda una pauta
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para realizar el trabajo de investigacion de qué tan toxico es y como puede afectar a

la biodiversidad.
5.3. QUI'I\/IICA AMBIENTAL

La quimica ambiental, llamada también quimica medioambiental es la aplicacion
de la quimica al estudio de los problemas y la conservacion del ambiente, definido
por (Baird., 2013). Ademas se encarga del estudio de procesos quimicos en el medio
ambiente global, o en alguna de sus partes: el suelo, los rios y lagos, los océanos, la
atmosfera, ademés del impacto de las actividades humanas sobre el entorno y la
problemética que ello ocasiona. Desde su estudio relacionado con el ecologismo el
tratado de Kioto es uno de los primordiales dandole peso para que se sigan
efectuando novedosos estudios. Asimismo la quimica medioambiental se ocupa de
los procesos, reacciones, evolucién e interacciones que tienen lugar en las masas de
aguas continentales y marinas por el vertido de contaminantes antropogénicos. Del
mismo modo, estudia los tratamientos de dichos vertidos para reducir su carga

dafina.

La funcién primordial de la quimica ambiental es la de realizar la supervision de
los proyectos industriales, teniendo en cuenta el impacto ambiental. En la siguiente
tabla se detallan algunos compuestos nocivos para el hombre y el medio ambiente.
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TABLA N° 3
Algunos compuestos quimicos nocivos para el hombre y el medio

Mono, diy Inhibidor de corrosion Irritante y alérgico
trietanolaminas
Polietilenglicol y Base en fluidos sintéticos Alérgico
propilenglicol
Cromo, cromatos y Provienen del metal Alérgico, irritante, riesgos
dicromatos cortado cancerigenos y
mutagenicos.
Aditivos Aditivos e.p. Irritantes y riesgos
sulfoclorados y cancerigenos
parafinas cloradas
Alquilditiofosfato de Aditivos antidesgaste y Irritantes, alérgicos,
cinc antioxidante causan polineuritis
Fenoles, formoles, Aditivos anti desarrollo Irritante. Alérgicos y
derivados y microbiano ambientalmente muy
compuestos de boro nocivos
Nitritos Aditivos anticorrosion Formacion de
nitrosaminas cancerigenas

Fuente: (ISTAS)
Elaborado por: Autores de Tesis

5.4. SUSTANCIAS PATRONES

De acuerdo a la publicacién revisada de (Nufiez, 2007) las sustancias patrones,
son unas pocas a las que se pueden considerar como tal ya que deben poseer algunas

de las siguientes cualidades:

e Servir para los analisis comunes en laboratorio, es decir las titulaciones acido
base y las titulaciones Redox,

e Ejercer reacciones rapidas y de punto final claro,

e Deben ser de facil purificacion,

e Ser estables a través del tiempo,

e No ser hidratos y no ser volatiles.

Las mas utilizadas tenemos: el yodato de potasio y el acido oxalico, el Dicromato
de potasio. Aungue existe una variedad mucho mas amplia que es poco utilizada en
los laboratorios entre ellas algunas sustancias generales como especiales de acuerdo

al tipo de trabajo que se desee realizar.
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Se utiliza el Dicromato de Potasio como sustancia patron para la ejecucion de los
ensayos ecotoxicologicos, ya que de acuerdo a estudios realizados el cromo
hexavalente es toxico en su forma de Dicromato y al ser el Dicromato de potasio que
en su composicion contiene el 35% de cromo (+6) su facilidad de conseguir y de un
bajo costo econémico, reuniendo muchas de las caracteristicas que se necesitan para
considerarse un patrén apto, recalcando a la vez que el compuesto mencionado ha
sido utilizado en ensayos ecotoxicoldgicos y fisicoquimicos como toxico de

referencia.

5.5. AGENTES TOXICOS QUE REPRESENTAN AMENAZAS A
LARGO PLAZO

Algunas sustancias quimicas que se encuentran en el entorno se descomponen
poco a poco siendo asimiladas por procesos naturales. De tal modo que al estar
diluidas no proyectan riesgos para el ambiente. Sin embargo existen dos clases de

sustancias quimicas que no se diluyen:

o Metales pesados y sus compuestos: Los metales pesados con mayor peligro
son el plomo, mercurio, arsénico, cadmio, estafio, cromo, zinc y cobre.
Entrando en el ambiente con el accionar las industrias que los emplee o
deseche. “Los metales pesados son de toxicidad extrema porque como iones
0 en ciertos compuestos, son solubles en agua y el organismo los absorbe con
facilidad. Dentro del cuerpo, tienden a combinarse con las enzimas y a inhibir
su funcionamiento”, (UNAL, 2000).

o Compuestos sintéticos no biodegradables: son la base de todos los plasticos,
fibras, y gomas sintéticas, barnices, solventes, pesticidas, conservantes de la
madera, y cientos de otros productos. Muchos de estos productos solo son
atiles si son "no biodegradables”. Siendo sustancias toxicas porque se
asemejan a los compuestos organicos naturales, normalmente asimilados por

el cuerpo.
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TABLA N° 4

Ejemplos de compuestos toxicos que aparecen a menudo en los desechos

quimicos

Contaminantes y su efecto sobre la salud en caso de valores extremos

Cancerigeno (piel, pulmones), calambre, dafios en el sistema

Arsénico .
nervioso.

Bario E_fecto sobrg el estimulo y la contraccion muscular, influencia
sistema nerviosos

Benceno Cancerigeno, leucemia, anemia

Cadmio Problemas bronquiales y pulmonares, anemia, dolores
gastrointestinales, dafios al higado y rifiones

Chlordan Cancerigeno, dafios en el higado y rifiones

Cromo Darios en el rifion, cancer

Diclorobenceno

Aparentemente cancerigeno, dafio del sistema nervioso central

1,1 Dicloroetano

Darios en el higado, Aparentemente cancerigeno, vomito

Niquel Molestias gastrointestinales y del sistema nervioso.
Pentaclorofenol L . . .

(PCP) Pérdida del apetito, problemas respiratorios, coma, la muerte.
Mercurio Darfios renales, efectos mortales

Selenio Cancerigeno, inflamaciones de la piel y las mucosas

Sulfato Diarrea

Tetracloroetileno

Darfios del sistema nervioso central, cancerigeno

Tolueno

Efecto narcético, inflamacion de los ojos y vias respiratorias

Tricloroetileno

Tricloroetileno Dafios del sistema nervioso central, pérdida de
la coordinacion, cancerigeno, corrosivo fuerte

2.,4,6-Triclorofenol

Presumiblemente cancerigeno

Dicloroetileno

Vomito

Etilenbromuro (EDS)

Impotencia, cuando hay efecto crénico afecta los huesos o
cancerigeno

Fuente: (Epstein, Lester, Brown, & Pope, 1982.)

Elaborado por: UNAL

5.6. TOXICIDAD DE LOS METALES PESADOS EN AGUA

Los metales pesados se encuentran en forma natural en la tierra, haciendo parte de

la corteza terrestre y disuelta en todos los sistemas acuaticos en diferentes grados de

concentracion. Sin embargo su concentracion es variable y su circulaciéon en la

biosfera se realiza a través de diferentes ciclos biogeoquimicos.

47



A través de los procesos orogénicos (movimientos abruptos que originaron las
montafias) se produce una entrada constante de compuestos metalicos a los
ecosistemas. La actividad volcanica y la erosion son consideradas como las mayores
contribuyentes en el aumento de las concentraciones de metales hacia el ambiente.
Estos procesos forman depdsitos terrestres superficiales o profundos donde estan

concentrados o son disueltos por el agua.

Los metales pesados son una de las formas mas peligrosas existentes de
contaminantes sobre el medio ambiente, esto se debe a que no presentan ningln tipo
de degradacién bioldgica o quimica con el pasar del tiempo. Del mismo modo, estos
metales, pueden ser bioacumulados en diversas formas (inorgdnicas o como
compuestos organicos) y permanecer en los organismos por largos periodos.
También este tipo de metales pueden tener efectos adversos altamente toxicos para
diferentes organismos, afectando procesos bioldgicos a nivel celular, poblacional,

comunitario y ecosistémico.

Generalmente, los metales pesados, frecuentemente se pueden encontrar en la
naturaleza en forma de oOxidos, sulfuros, carbonatos, sulfatos y cloruros. Para

obtenerlo de estos minerales el metal del compuesto ha de ser reducido.

La toxicidad de los metales pesados repercute a su alta afinidad con los grupos
amino Yy sulfhidrico, que al reaccionar producen complejos metalicos y las enzimas

pierden toda su efectividad para controlar las reacciones metabolicas.

Los factores que influyen en la toxicidad de los metales de acuerdo a lo expuesto
por publicaciones de Cairos & Prat (1989) y Gadd and Griffiths (1978), citado por
Hoyos (1995) se resume en los siguientes puntos:

e Las caracteristicas del ambiente acuético tales como: dureza, pH, compuestos

organicos disueltos, acidez, carbonatos, entre otros.

e Las transformaciones que se pueden dar en el ambiente acuatico por cambios

en el estado de oxidacion, etc., ocasionado por la accidn bacteriana, unién de
metales con compuestos organicos, precipitacion, formacion de complejos e

interacciones iénicas.
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e La forma en que se encuentre el quimico en el agua como i6n o como
compuesto.

e La concentracion en que se encuentre el metal.

Los metales pesados, como cromo, arsénico, cadmio, cobre, plomo, mercurio,
etc., se caracterizan por su alta conductividad eléctrica, por tener una densidad mayor
a 6.0 g/cm3 y a medida que se desplazan hacia los metales preciosos (oro y plata) sus
oxidos metalicos forman compuestos muchos mas complejos con diferentes
moléculas. Su estado fisico esta definido por el tamafio y, la especie quimica lo
estard por (Hoyos, 1995): su estado de Oxido-reduccién, el tipo de uniones quimicas
(i6nicas o covalentes) y el tipo de asociacion de las diferentes especies fisicas.

En el siguiente tabla se detalla de manera resumida los métodos de determinacion
de metales pesados por espectrofotometria, en la cual se expone el fundamento y en
claro que para la determinacién de presencia, dicho método emplea sustancias

patrones para comprobar el existencia del ion de metal en el recurso agua.
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TABLA N°5
Metodos de determinacion de metales pesados en el agua por espectrofotometria

Forma METODO DE DETERMINACION )
Metal P SUSTANCIA PATRON
Quimica FUNDAMENTO Equipo Modelo | Norma

Los cianuros, como acido cianhidrico (HCN), son
liberados por el reflujo de la muestra con un acido

fuerte, el cido cianhidrico se adsorbe en una Basados en la concentracion determinada para la

disolucién de hidréxido de sodio (NaOH). El ion disolucién madre (Pesar aproximadamente y con

cianuro en la disolucién adsorbente se determina precision 1,6 g de hidr6xido de sodio y 2,510 g de

entonces por espectrofotometria.En la medicion cianuro de potasio , disolverlos en 500 mL de agua y

Método espectrofotométrica, el cianuro se convierte en espectofotmetro llevar a 1 L con agua.), calcular el volumen requerido
. L - . HACH [ U.S. EPA :
Cianuro CN espectrofoto cloruro de cian6geno (CNCI) por reaccion con de absorcion 2700 200.8 (aproximadamente 25 mL) para preparar 1 L de una

métrico cloramina-T a un pH menor de 8 evitando que se atomica ' disolucion de 25,0 pg CN-/mL y aforar con la
lleve a cabo la hidrélisis de los cianuros. Después de disolucién diluida de hidré6xido de sodio. Tomar una
que la reaccién termina, el color se forma por la alicuota 100 mL de la disolucion de 25,0 pg CN-/mL
adicién del reactivo acido piridin-arbittrico. La y aforara 1 L con la disolucién diluida de hidréxido

concentracion de hidréxido de sodio (NaOH) debe de sodio (1,0 mL=2,5 ng CN-).
ser la misma en los estandares y la muestra para
obtener colores comparables de intensidad.

El método colorimétrico se basa en la reaccion del Diluir 10 cm3 de la solucion madre (Disolver 141,4
cromo hexavalente con 1,5-difenilcarbazida en medio mg de dicromato de potasio anhidro, K2 Cr207 , en
acido, lo que produce la formacién de un compuesto [espectofotmetro agua destilada y diluir hasta 1 000 mm ; 1mm = 50,ug

Cromo Crwvi Cromo desconocido de color rojo violeta. Este puede ser de absorcion HACH | US. EPA de cromo hexavalente) hasta 100 cm con agua
Hexavalente . s . . 2700 200.8 . ] -
medido espectrofotométricamente a una longitud de atomica destilada; esta solucién debe prepararse
onda de 540 nmy la absorbancia es proporcional a la diariamente; 1 mm contiene 5 microgramo de cromo
concentracion de cromo en la muestra. hexavalente.
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Forma METODO DE DETERMINACION )
Metal imi SUSTANCIA PATRON
Qulmica FUNDAMENTO Equipo Modelo | Norma
La determinacion de mercurio total en aguas y
sedimentos mediante la técnica de Absorcién
Atomica con Vapor Frio ha ganado amplia difusion. - . . .
. U - - Solucién patrén de mercurio (1000 mg /l en acido
Para efectuar dicha determinacion, el mercurio unido . -
L . . . nitrico 0.5mol/l MERK). En caso de no disponer de
Absorcién | agrupos organicos debe ser previamente liberado |espectofotmetro L . . . .
. - - . o . . HACH | U.S. EPA [ lasolucién patron comercial, se prepara disolviendo
Mercurio | Hg Total |Atomicacon | de esaunion através de la oxidacién de la materia de absorcion - -
h L . . . 2700 200.8 1,354 g de cloruro de mercurio (I1) en 50 ml de 4cido
Vapor Frio [orgénica, antes de ser reducido a mercurio elemental. atomica P ~ .
) . L nitrico y se afiade agua destilada hasta completar 1
El tratamiento consiste en la destruccion de la litro de disolucion
materia organica por medio de HNO3, H2SO4, '
KMnO4, y en algunos casos K2S208 como
preoxidante, con calentamiento a 95°C.
. ., Disolver 0,1599 g de nitrato de plomo Pb (NO3)2, e
El método se basa en la separacion del plomo en . .
forma de compleio. ditizonato de plomo de color aproximadamente 200 cm3 de agua. Afiadir 10 cm3 de
METODO ) . PIES0, o P L espectofotmetro acido nitrico concentrado, HNO3, y diluir a 1000 cm3
rojo, seguido de la determinacion colorimétrica. La - HACH | US. EPA . -
Plomo Pb 11 DE LA intensidad del color roio de la solucién a 510 nmen de absorcion 2700 200.8 con agua. Se puede preparar también disolviendo 0,1
DITIZONA un es ectrofotém:etro es proorcional a la atomica ' 000 g de plomo metalico puro en 20cm3 de HNO3, 1
P L prop + 1 diluyendo a 1 000 cm3 con agua; 1,00 cm3 =
concentracion de plomo.
100pg Pb.

Fuente: Normas INEN para determinacién de cada uno de los metales, US. EPA 200.8
Elaborado por: Autores de Tesis



5.6.1. CROMO

El cromo es un elemento quimico de ndmero atémico 24 y simbolo Cr, que se
encuentra en el grupo 6 de la tabla periddica, elemento natural que se encuentra
comunmente en las rocas, los animales, las plantas, el suelo y en polvo y gases
volcanicos. EI cromo esta presente en el ambiente de diversas formas quimicas. Las

formas mas comunes son el cromo metéalico (0), el cromo trivalente (111) y el cromo

hexavalente (V1).

El cromo (Ill) se produce naturalmente en el ambiente considerado como un
elemento nutritivo esencial que el cuerpo requiere para algunas funciones
metabolicas del organismo. EI cromo generalmente se manifiesta en el medio

ambiente de la forma trivalente. Bajo ciertas condiciones quimicas, el cromo puede

cambiar de una forma a la otra.

El cromo hexavalente (Cr *°) es un metal que se localiza espontaneamente en el

agua, el suelo y las rocas. Puede estar presente en los cultivos y como elemento

remanente en los suelos agricolas.

TABLA N°6
Caracteristicas generales del cromo.
Nombre Cromo
NUmero atbmico 24
Valencia 2,3,4,5,6
Estado de oxidacion 3
Electronegatividad 1,6
Radio covalente (A) 1,27
Radio iénico (A) 0,69
Radio atomico (A) 1,27
Configuracion 5 1
electronica [Ar]3d™4s

Primer potencial de

L . 6,8

ionizacion (eV)

Masa atémica (g/mol) 51,996

Densidad (g/ml) 7,19

Punto de ebullicion

©C) 2665

Punto de fusion (°C) 1875
. Vaughlin en

Descubridor 1797

Fuente: (Lenntech, 1998)
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FIGURA N° 4
Modelo atomico del cromo

Fuente: http://atomos3veritas.wikispaces.com/Cr+-+Cromo

El Cr VI se halla comunmente en su forma de oxianiones hidrosolubles, cromatos
(CrO4*) y dicromatos (Cr,0;%), los compuestos de Cr (V1) son oxidantes fuertes y
altamente solubles, mientras que los compuestos de Cr Ill tienden a formar
precipitados relativamente inertes a pH cercanos a la neutralidad (Nufiez, 2007).

Los compuestos de cromo hexavalente existen principalmente como &cido
crémico (H2CrOy) y sus sales i6n hidrégeno cromato HCrO*, i6n cromato CrO,”,
dependiendo del pH, (Guevara, 2010, pags. 23-25), predominando el &cido crémico
H,CrOs,, i6n hidrégeno cromato HCrO4-, e, i6n cromato CrO4>, en funcién del pH;
el primero a pH inferiores que 1, el segundo a pH entre 1 y 6 y el ultimo a pH sobre
6. Siendo el ién dicromato (Cr,0-%) un dimero del ién hidrégeno cromato HCrO*,

resultante del excedente de la concentracién aproximadamente 1 g.L™ del cromo.

Dependiendo de la concentracion de cromo y el pH de la solucion, el Cr VI puede
existir principalmente como i6n dicromato (Cr,O;), ién hidrégeno cromato (HCrO™
"y &cido crémico (H,CrO,) de acuerdo a la siguiente ecuacion (Hossain, Kumita,
Michigami, & Mori, 2005).
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FIGURA N° 5

Especies de cromo VI dependiendo del pH

H" H”
H,CrO, HCroo Crog
-—  » —
pH <1 logE =023 logE =6.14 pPH =6

Fuente: (Guevara, 2010, pag. 23) citado en (Hossain, Kumita, Michigami, & Mori, 2005)

En los aniones cromato (CrO4>), o dicromato (Cr,0+>), el cromo es hexavalente y
derivan del tri6xido de cromo. Los iones cromatos son amarillos y los dicromato son

de color naranja.

Los cromatos se transforman rpidamente e dicromatos con el agregado de acido:

2CrO7” +2H* «—Cr,0> +H,0
Cr,07 +20H ™ «—>2CrO} +2H,0

5.6.1.1. El cromo en la industria

De Acuerdo a los estudios y reportes de la Agencia para Sustancias Toxicas y el
Registro de Enfermedades (ATSDR, 2006), pronuncia los siguiente; el cromo (VI)y
el cromo (0) son producidos generalmente por procesos industriales. No se ha
asociado ningun sabor u olor con los compuestos de cromo. EI cromo metalico
(cromo cero [0]), es un sélido de color acero-grisaceo que se derrite a temperatura
muy alta. Se usa principalmente para producir acero y otras aleaciones (mezclas de

metales). El mineral cromita, que contiene la forma de cromo (l11) y que se produce
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naturalmente, se usa como ladrillo de revestimiento en hornos industriales, en la

manufactura de metales y aleaciones y de sustancias quimicas. Los compuestos de

cromo, principalmente las formas de cromo (l1l) y (VI1), de acuerdo a la siguiente

lista se puede generar en diversas industrias:

Soldadura de acero inoxidable (cromo VI)
Manufactura de cromato (cromo V1)

Cromado de metales (cromo VI)

Industria de ferrocromo (cromo I11'y cromo VI)
Pigmentos de cromo (cromo 111y cromo VI)

Curtido de cuero (principalmente cromo |11

Los siguientes son algunos ejemplos de otras ocupaciones en las que puede

ocurrir exposicion al cromo:

Pintores (cromo 111 'y cromo VI)

Trabajadores que mantienen o reparan copiadoras y que desechan polvos
de toner de copiadoras (cromo V1)

Fabricantes de baterias (cromo V1)

Fabricantes de velas (cromo Ill1'y cromo V1)

Fabricantes de colorantes (cromo 111)

Impresores (cromo 111y cromo VI)

Fabricantes de caucho (cromo Il1'y cromo VI)

Trabajadores en la industria del cemento (cromo Il1'y cromo V1)

Las personas pueden estar expuesto a niveles de cromo mas altos que lo normal

si vive cerca de:

Vertederos con desechos que contienen cromo

Plantas industriales que manufacturan o usan cromo y compuestos que
contienen cromo

Plantas que producen cemento, porque el cemento contiene cromo

Torres industriales de refrigeracion que en el pasado usaron cromo como

inhibidor de corrosion
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« Corrientes de agua que reciben descargas de industrias de galvanoplastia,
curtido de cuero y textiles.
e Carreteras con mucho tréfico, porque las emisiones del revestimiento de los

frenos de automaviles y de los convertidores cataliticos contienen cromo.

5.6.1.2. Quimica Ambiental del Cromo

Generalmente, los efluentes industriales que contienen cromo se anexan a las
aguas llegando al océano, su forma quimica dependera de la de materia organica que
se encuentre en las aguas, ya que si existen grandes cantidades, el cromo (VI) se
reducird a cromo (I11), el cual se podra absorber en las particulas o formar complejos
insolubles. Los cuales pueden ser llevados al océano al permanecer en suspension
cerca del sitio de entrada al ambiente, o pueden precipitar formando parte de
sedimentos. Ocurriendo un proceso similar en el océano. Expuesto en Albert, (2002)
“la proporcion de cromo (l11) es directamente proporcional a la profundidad de los

sedimentos”.

Los incendios forestales y otros procesos de combustion permiten la entradas del
cromo al ambiente, desconociéndose el estado de oxidacion del cromo emitidos, pero
aun asi se cree que esta en su forma hexavalente. En la figura siguiente se resumen el

transporte de cromo en el ambiente:
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Ciclo ambiental del cromo
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5.6.1.3. Toxicidad del Cromo.

El estado de oxidacion del cromo influye sobre los efectos bioldgicos. Debido a la
capacidad de atravesar facilmente las membranas bioldgicas y a la capacidad de ser
movilizado activamente al interior de las células mediante el transportador de sulfato,
por su analogia quimica con dicho radical, el Cr VI es considerado la forma mas

toxica del metal.

El Cr VI es sumamente toxico para todo ser vivo, debido a muestras de su efecto
mutagénico y carcinogénico en el hombre y mutagénico en bacterias. Revelandose
que la toxicidad del Cr VI se debe a que, produce estrés oxidativo al igual que otros
metales pesados. Proceso en el cual se generan intermediarios reducidos de cromo
que, en presencia de H,0,, actian como catalizadores de una reaccién tipo Fenton,
dando lugar a la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), todo esto
sucede en el interior de las células. Por lo tanto el cromo hexavalente de acuerdo con
lo enunciado en (Gutiérrez & Cervantes, 2008) “conduce al consecuente dafio
oxidativo de las células, produciendo peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas
y dafios a los &cidos nucleicos”.

Sin embargo, el Cr 111 es relativamente inocuo por su insolubilidad e incapacidad
para atravesar las membranas biologicas; siendo tan solo un oligoelemento
indispensable en dosis muy bajas para procesos bioquimicos y fisiologicos en células

superiores.

5.6.1.4. Sus efectos sobre la salud

El cromo +3 es un nutriente esencial necesario para, para promover la accion de la
insulina de manera que los azUcares, las proteinas y las grasas, puedan ser utilizadas

por el organismo y para muchas reacciones enzimaticas.

La EPA ha determinado que el cromo hexavalente es un metal cancerigeno.
Debido a las propiedades carcindgenas de algunos compuestos de cromo se ha

establecido que el agua potable no debe exceder ciertos niveles de contenido.
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Los efectos potenciales sobre la salud del cromo dependen de un sin nimero de
factores, como la forma quimica, la cantidad, el tiempo de exposicion y la manera de
incorporacion al organismo (ingestion, inhalacion o absorcién a través de la piel).
Las reacciones y sus efectos potenciales dependen de algunos factores; como edad,

sexo, peso corporal y estado de salud del sujeto.

Se conoce que el cromo (VI) es cancerigeno por inhalacion. Los riesgos
potenciales del cromo (V1) en la actividad industrial con el pasar del tiempo han sido
considerablemente documentados. Diversos anlisis de laboratorio también han
arrojado evidencias concluyentes de que el cromo (VI) puede alterar el ADN e
inducir mutaciones genéticas. El indice de eliminacion es lento. Por otra parte,
todavia no se sabe con certeza si el cromo (VI) es carcinégeno a los niveles

encontrados en el agua potable.

Reportes documentados de investigaciones por la EPA y departamentos de
toxicologias (UCDAVIS, 2010) se ha fijado el contenido maximo de cromo en el
agua corriente en 50 p/l, no se han identificado los efectos a largo plazo sobre la

salud por el consumo de agua con un contenido de cromo que supera dicho valor.

5.6.2. DICROMATO DE POTASIO

5.6.2.1. Generalidades:

El dicromato de potasio tiene como formula quimica la siguiente K,Cr,0O7, es una
sal del hipotético acido dicromico (este acido en sustancia no es estable) H,Cr,O7, es

considerada como un oxidante fuerte.

Se encuentra en estado sélido cristalino y posee un color naranja-rojizo, sus
cristales son triclinicos pinacoidales; soluble en agua; diferenciandose del dicromato

de sodio al no ser higroscopico.

La sustancia es muy toxica para los organismos acuaticos. La sustancia puede

causar efectos prolongados en el medio acuatico.
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El dicromato de potasio estd en la Lista de Substancias Peligrosas, ya que esta
reglamentado por la OSHA y ha sido citado por la ACGIH, el DOT, el NIOSH, el
DEP y la EPA. Esta substancia quimica estda en la Lista de Substancias
Extremadamente Peligrosas para la Salud (Special Health Hazard Substance List) ya
que es un CARCINOGENO. (NJDHSS, 2013)

5.6.2.2. Caracteristicas:

Las siguientes caracteristicas se obtuvieron desde el sitio (Encured , 2013), tenemos:

e Formula Quimica: K,Cr,07
e Composicion: Cr: 35.36 %; K: 26.58 % y O: 38.07 %.
e Peso Molecular: 294.21 g/mol

5.6.2.3.  Propiedades quimicas:

Este compuesto reacciona de forma violenta con &cido sulfdrico y acetona o
hidracida, Reacciona explosivamente con hidroxilamina y con etilenglicol a 100 °C
generando una reaccién exotérmica (libera calor). Este compuesto tiene reacciones

pirotécnicas al mezclarlo con hierro metalico, tungsteno metéalico y boro.

Generalmente, es incompatible con agentes reductores, materiales organicos y con
materiales combustibles que se encuentren como particulas pequefias, pues puede

haber ignicion.
5.6.2.4. Modo de obtencién

Se obtiene mediante la reaccién de intercambio cationico entre cloruro de potasio
y dicromato de sodio y por tostado de cromito y carbonato de potasio sometida a una
temperatura entre 900 y 1000 °C.

5.6.2.5. Sintesis

De acuerdo a lo mencionado en (Wikipedia, 2014) su sintesis se da a partir del
cromato potasico acidulando la disolucion correspondiente:

QKQCFD_i + HQSD_i — KESO_i + KQCI’QD? + HQD
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Por intercambio del cation
Na;CryO7 + 2KCl — 2NaCl 4+ K2 Cr, O

5.6.2.6.  Reacciones
Reaccion usada ocasionalmente para la determinacién cualitativa del cromo (V1).

Los cromatos se precipitan en forma de solidos amarillos en presencia de iones de
bario o de plomo (1) en disolucién neutra o levemente acida. Disolviéndose ambos
en acidos fuertes, 0 en una base fuerte en el caso del cromato de plomo. Sustancias

empleadas como pigmentos en varias pinturas amarillas.

Forma el anion CICrO, en disolucion &cida y presencia de cloruro que se
cristaliza en estado de su sal potéasica. Que al calentarlo con acido clorhidrico
concentrado forma cloruro de cromil (CI,CrQ,), sustancia anaranjada molecular que

puede ser destilada de la mezcla de reaccion.

5.6.2.7.  Sind6nimos utilizados para su nombramiento (Encured , 2013)
e Bicromato de Potasio

e Sal dipotéasica del acido crémico

5.6.2.8.  Propiedades fisicas:

Tomadas de la Hoja de seguridad para el manejo de Dicromato de Potasio (2013)

tenemos:

e Punto de Ebullicion: Se descompone a 500 °C

e Punto de fusion: 398 °C

e Densidad (a 25 °C respecto al agua a 4 °C): 2.676

e Calor de fusion: 29.8 cal/g

e Calor de disolucién: -62.5 cal/g

e Solubilidad: soluble en agua : una disolucion saturada a 0 °C, contiene 4.3 %);
a20°C, 11.7 %; a 40 °C, 20.9

e %;a60°C,31.3%;a80°C,42%yal00°C, 50.2 %.

e Unadisolucién acuosa al 1% tiene un pH de 4.04 y una al 10 % de 3.57.
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5.6.2.9.

NUmeros de identificacion:
CAS: 7778-50-9 STCC: 4941160
NAuU : 1479 RTECS:HX7680000
NIOSH: HX 7680000 EIl producto esta incluido en: CERCLA.NOAA: 4305
MARCAJE: OXIDANTE

5.6.2.10. Aplicacién

El dicromato de potasio tiene una gran diversidad de usos dentro de los cuales se

pueden

encontrar: (MSDS, 2013)

Es utilizado en la produccién de productos pirotécnicos y explosivos.

El dicromato de potasio se utiliza en la galvanotecnia para cromar otros
metales

Como colorantes.

En productos para Impresion.

Para curtido de pieles.

En la fabricacion de telas repelentes al agua.

En la fabricacion de bacterias eléctricas.

Como oxidante en la elaboracién de otros productos quimicos organicos.
En la elaboracién de cerillos de seguridad.

Como inhibidor de corrosion.

En el blanqueo de aceite de palma, ceras y esponjas.

En los laboratorios como reactivo analitico.
En la industria de la cerdmica.

En la obtencion de pigmentos

5.6.2.11. Manejo:

Para

el manejo de este producto debe utilizarse equipo de proteccion personal

como: bata, lentes de seguridad y guantes, en un area bien ventilada. No usar lentes

de contacto al trabajar con este producto. Al trasladar el compuesto diluido, emplear

pipetas,

NUNCA ASPIRAR CON LA BOCA.
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5.6.2.12. Toxicidad

El dicromato de potasio es toxico. Al estar en contacto con la piel produce
sensibilizacion y puede provocar alergias. Del mismo modo que los cromatos y los
dicromatos son cancerigenos. Llegan al nicleo de la célula al ser confundidos por los
canales ionicos con el sulfato en el cuerpo. Lugar donde son reducidos por la materia
orgénica presente y el cromo (I1l) formado ataca a la molécula de ADN, segln lo
expuesto en (Wikipedia, 2014)

Los Residuos que contienen dicromato de potasio pueden ser tratados con sulfato
de hierro (I1) (FeSO,). Actuia reduciendo el cromo (VI) a cromo (111) que precipita
en forma del hidréxido o del éxido.

También se utiliza en la realizacion de copias fotograficas, en la técnica
denominada goma bicromatada, inventada en 1839, y muy empleada por el

movimiento fotografico llamado pictorialista hasta 1950.

5.6.2.13. Niveles de toxicidad:

Datos extraidos de la Hoja de seguridad para el manejo de Dicromato de Potasio

(MSDS, 2013) tenemos:

e RQ:10
e LDy, (oral en humanos): 26 mg/Kg
e LDs: (oral en ratones): 190 mg/Kg.

5.6.2.14. Riesgos:

Riesqos de fuego vy explosién:

Este producto no es inflamable, pero puede causar fuego al entrar en contacto con

materiales combustibles. Se descompone generando oxigeno.
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Riesqos a la salud:

El principal problema de este producto es su capacidad para corroer e irritar piel,

0jos, membranas mucosas Y tracto respiratorio, asi como higado y rifiones, por lo que

es peligroso inhalado, ingerido o por contacto con la piel. Se ha informado de efectos

toxicos de este producto sobre los sistemas circulatorio y nervioso central, pulmones,

corazon, rifiones y tracto gastrointestinal de conejos expuestos a concentraciones

crénicas.

Los sintomas de intoxicacion por exposicion a este compuesto son: sensacion de

guemadura, tos, respiraciones cortas, dolor de cabeza, ndusea, vomito. Ademas,

puede presentarse erosion y decoloracion de los dientes, nefritis e inflamacién y

ulceracién del tracto gastrointestinal.

Inhalacidn: Inicialmente, provoca ulceracion de la nariz, después espasmos,
inflamacion y edema de laringe y bronquios, generando neumonitis quimica y
edema pulmonar lo que, finalmente, provoca la muerte.

Contacto con ojos: Causa quemaduras serias.

Contacto con la piel: Un uso constante de este producto sin la debida
proteccién, causa irritacion, inflamacion, ulceraciones vy, finalmente,
dermatitis. Se ha informado que el contacto de la piel con concentraciones
grandes de cromatos provoca trastornos en los rifiones, sin que se hayan
encontrado casos de cancer.

Ingestion: Los efectos de una intoxicacion aguda son: decoloracion dental,
nausea, vomito, diarrea y choque cardiovascular debido a pérdida de sangre

por el tracto gastrointestinal.

En el caso de dosis muy altas (1.5-10 g), se presenta gastroenteritis aguda,

hematopoyesis, edema cerebral y de pulmones y dafio a higado y rifiones, lo que

provoca la muerte, finalmente.

Carcinogenicidad: Se ha relacionado a este producto con cancer de pulmoén y
en diversos documentos, se considera como carcindgeno. Sin embargo, en
estudios con animales de laboratorio no se ha demostrado la carcinogenicidad

del cromato de calcio y otros compuestos insolubles relacionados.
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Mutagenicidad: Provoca aberraciones cromosoma les e incrementa la
frecuencia de intercambio de crométidas hermanas en cultivos de células de
mamiferos. También se obtuvieron resultados positivos en ensayos con
Bacillus Subtilis.

Peligros reproductivos: Se ha informado de una alta incidencia de
complicaciones en mujeres embarazadas involucradas con el manejo de
dicromato de potasio y se ha encontrado este producto dentro de la placenta y

en la leche materna.

5.6.2.15.  Acciones de emergencia: (MSDS, 2013)

Primeros auxilios:

Inhalacion: Trasladar a la victima a un area bien ventilada. Si no respira,
proporcionar respiracion artificial y si lo hace con dificultad, dar oxigeno.
Ojos: Lavarlos inmediatamente con agua en abundancia, asegurandose de
abrir perfectamente los parpados.

Piel: Lavar con agua en abundancia y, si es necesario, eliminar la ropa
contaminada. Tratar como quemaduras producidas por &cidos. Las lesiones
externas pueden neutralizarse con una disolucion al 2 % de tiosulfato de
sodio, después de lavar con agua.

Ingestion: Lavar la boca con agua. Dar a la victima a beber agua o leche y no
inducir el vomito.

En todos los casos de exposicion, el paciente debe ser transportado al hospital

tan pronto como sea posible.

Control de fuego:

Este producto no es inflamable, por lo que el extinguidor a utilizarse en un
incendio donde se encuentre involucrado, dependera del material que se esté

incendiando.

Fugas y derrames:

Utilizar el equipo de seguridad necesario como bata, lentes de seguridad y

guantes quimicamente resistentes
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e Mantenga el material alejado de drenajes y fuentes de agua mediante diques,
los cuales pueden construirse con arena.

e Si el producto derramado es sélido, cubrirlo para evitar que se moje.

e Almacenar el material derramado solido o liquido, absorbido en arena, en

lugares seguros para ser tratados posteriormente de manera adecuada.
Desechos:

e Acidular la disolucion o suspensién que contiene a este compuesto con &cido
sulfurico diluido hasta pH 2.

e Agregar lentamente una disolucion al 50 % de bisulfito de sodio, un aumento
de temperatura indica que la reaccion de reduccion se esta llevando a cabo. Si
esto no sucediera, agregar mas acido cuidadosamente.

e Posteriormente, ajustar el pH a 7 y agregar una disolucion de sulfuros para
precipitar el sulfuro de cromo, el cual se mandara a confinamiento. A la
disolucion resultante se le elimina el exceso de sulfuros (con disolucion de

NaOClI), se filtra, se neutraliza y se desecha al drenaje.

5.7. ¢(QUE ES LA ECOTOXICOLOGIA?

El vocablo Ecotoxicologia fue planteado por Truhaut en 1969, como una
extension natural de la Toxicologia concerniente al estudio de los efectos de los
agentes toxicos, causados por contaminantes naturales o sintéticos a los
constituyentes del ecosistema, en un contexto integral, refiriéndose a dos efectos

ecologicos importantes de los contaminantes:

e Latoxicidad directa sobre los organismos

e Las alteraciones del medio ambiente en el cual viven los organismos.

Esta disciplina se encarga del estudio de los efectos adversos de las sustancias en
los ecosistemas, mediante el analisis de las rutas de exposicion, la entrada al

organismo y efectos nocivos en individuos, poblaciones y comunidades.
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La ecotoxicologia se diferencia de la toxicologia convencional, en que, en la
primera los efectos importantes son los que afectan a las poblaciones y no a los
individuos. Desde el punto de vista ecotoxicologico, el hecho de que un
contaminante pueda matar al 50% de los individuos de una poblacion puede
representar poco o0 nada, pero si ese contaminante retrasa el desarrollo de un
significativo nimero de individuos presentaria importantes cambios ecoldgicos. Del
mismo modo, si un contaminante cambia las condiciones del habitad de los
organismos, las consecuencias ecoldgicas pueden ser de mayor importancia a

considerar.
De acuerdo a la pagina del INECC (2009) se puede decir que:

“La ecotoxicologia se encarga del estudio de las relaciones directas e
indirectas entre las causas, los impactos sobre los individuos y las alteraciones finales

sobre las poblaciones y las comunidades.”

La finalidad de la ecotoxicologia aplicada en cuanto a lo expuesto por Maldonado
(2008, p. 5), es el desarrollo de protocolos de ensayo para ser empleados como
herramientas de prediccion tempranas que den pautas para definir indicadores de
toxicidad que seran utilizadas para la evaluacion de los riesgos que pueda implicar la
liberacion al ambiente de productos quimicos potencialmente peligrosos.

Actualmente se han disefiados modelos de ecosistemas para todos los ambientes
(acuético, terrestre, aéreo y sus combinaciones) y el éxito de las evaluaciones de
Seguridad Ambiental de un producto o vertido estriba en escoger el modelo
adecuado, crear condiciones similares a las naturales, y utilizar especies naturalmente

afectadas o de alta sensibilidad.

57.1. ;QUE TIPO DE EFECTOS ECOTOXICOLOGICOS
PUEDEN MEDIRSE?

Por ahora la ecotoxicologia se vale de dos herramientas bésicas para realizar sus
investigaciones consideradas como las mas importantes: el monitoreo ambiental y el

monitoreo biologico.
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e EIl monitoreo ambiental establece las formas mediante las cuales se liberan
los compuestos y determina cual es su destino en el ambiente. Es una manera
empleada para mostrar la presencia y cuantificar las concentraciones de los
contaminantes en los diferentes compartimentos, incluyendo al aire, agua,
suelo y sedimentos. Para un monitoreo ambiental se debe tener en
consideracién un muestreo representativo, técnicas adecuadas para la
recoleccion y preservacion de las muestras, también indica métodos
adecuados de extraccion y analisis, siguiendo practicas estandarizadas en el
laboratorio. EI monitoreo ambiental recurre a varias técnicas de diagnaostico,
complementarias entre si, como lo son: monitoreo de efectos bioldgicos con
ensayos de toxicidad, monitoreo biolégico de campo y medicién de
parametros quimicos convencionales en descargas y cuerpos receptores
debido a que las sustancias potencialmente toxicas pueden encontrarse en
concentraciones tan bajas, o en condiciones ambientales tales, que son

indetectables con los métodos quimicos convencionales, (Paggi & de Paggi).

e EIl monitoreo bioldgico, desde la perspectiva de la ecotoxicologia, se encarga
de evaluar los efectos negativos de los contaminantes sobre los individuos,
poblaciones, comunidades y ecosistemas que han estado expuestos. Por lo
tanto, se pueden aplicar pruebas en el laboratorio o realizar estudios en

campo.

Las pruebas en el laboratorio involucran la administracion de un compuesto como
tal a una poblacion de una especie particular en condiciones controladas, la poblacion
en estudio es aislada de las interacciones con otros organismos, compuestos y
factores ambientales, utilizando un sistema simplificado que nos permite conocer con
mayor facilidad los efectos atribuibles a una sustancia. Pero debido a las condiciones
que se presentan en la naturaleza no es facil extrapolar los resultados obtenidos. Se
puede alcanzar una mayor aproximacion de estas pruebas en condiciones reales si los

organismos son expuestos a muestras ambientales o extractos de las mismas.

En los estudios de campo se valoran los impactos de los contaminantes sobre los

organismos representativos de diversos niveles troficos en el ecosistema, bajo las
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condiciones reales del medio ambiente. Las consecuencias de todas las sustancias
presentes y sus interacciones aditivas, son consideradas como sinérgicas o
antagoénicas, asi como los efectos de los factores climaticos y abioticos, tales como la
temperatura, pH, contenido de oxigeno, humedad, aireacion, salinidad, radiacion
solar, etc.

En estos ensayos se miden los cambios en las poblaciones que se alejan de la
normalidad; sin embargo, en muchos casos se dificulta saber con exactitud cudl es la
variacion natural presente en estas poblaciones, tanto en el espacio como en el
tiempo. Entre las respuestas a evaluarse en los estudios de campo se encuentran: la
reduccion en la productividad o generacién de biomasa, la disminucién de la

abundancia y distribucién de especies, los cambios en la estructura tréfica, etc.

La ecotoxicidad es el resultado de todo el estrés toxico que ejercen sobre el
ambiente. El uso de los métodos de evaluacion bioldgica para detectar compuestos

potencialmente daninos comenzo a desarrollarse en los afnos *70, (Puig, 2010).
En la siguiente figura se muestra el orden de respuesta hacia los contaminantes:

FIGURA N° 7

Orden de respuesta al estrés contaminante

Sefiales de aviso tempranas o Molecular

“biomarcadores™ que reflejan Subcelular

las respuestas adversas

a los contaminantes en los Celular

sistemas biologicos Tejido
Organismo
Comunidad
Sistematico

Efectos tardios o irreversibles Poblacion
Ecosistema

Fuente: (INECC, 2009)
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5.8. BIOMAGNIFICACION

La biomagnificacion es considerada como una alteracion que perjudica
considerablemente el desarrollo normal de los seres con vida en ecosistemas
acuaticos y terrestres. Razon por la cual, actualmente se trabaja en la bldsqueda de
métodos para regular la introduccion de contaminantes a sistemas hidricos, como

metales pesados, y asi evitar peligrosas enfermedades en el humano.

El ingreso de contaminantes se da generalmente por parte de las industrias
mineras y de refinerias de petroleo, cuyas descargas y emisiones de efluentes hacia
los sistemas hidricos, causan alteracion al ecosistema, origindndose la
bioacumulacion de metales pesados y toxicos contaminantes por parte de organismos
acuaticos. Debido a que estos contaminantes son hidrofobicos, es decir, tienden a

acumularse en el tejido adiposo de los animales. (Wikipedia, 2013)

Cuando el organismo que ha acumulado contaminantes es depredado, su predador
ingiere los contaminantes existentes en su alimento, por lo cual se concentra en
mayor cantidad en €él. Es asi como al escalar la red trofica, los consumidores en el

ultimo nivel presentan concentracion mas elevada de metales pesados.

Un ejemplo de la biomagnificacion de metales pesados se puede indicar con el
Mercurio el cual no es encontrado de forma natural en los alimentos, pero este puede
aparecer en la comida asi como ser expandido en las cadenas alimentarias por
pequefios organismos que son consumidos por los humanos, como los peces. Las
concentraciones de Mercurio en los peces usualmente exceden en gran medida las
concentraciones en el agua donde viven. Los productos de la cria de ganado pueden
también contener eminentes cantidades de Mercurio. EI Mercurio no es cominmente
encontrado en plantas, pero este puede entrar en los cuerpos humanos a traves de
vegetales y otros cultivos, mediante productos agricolas; este mismo efecto puede

darse por acumulacién de cualquier otro metal.
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5.9. ¢(QUE ES UN BIOMARCADOR?

De acuerdo a lo recuperado del articulo expuesto por el INECC (2009) da la

siguiente definicion:

Es un indicador bioquimico, fisioldgico o ecoldgico del estrés fisico, quimico
0 biologico en los organismos y sus poblaciones, considerado como un trazador de
las reacciones que pueden ocurrir a diferentes niveles como: molecular, celular, en el
organismo completo, las poblaciones o comunidades. Su deteccién permite evaluar

de forma temprana los efectos negativos de los contaminantes.

En la siguiente tabla se exponen varios ejemplos de biomarcadores, medidos por

diferentes niveles bioldgicos:

TABLAN°7

Ejemplos de biomarcadores, medidos a diferentes niveles bioldgicos

Nivel de Respuesta
organizacion
Molecular Expresion de genes de estrés, usando genes reporteros

como el gen de la lucifererasa que produce una proteina
luminiscente ante la exposicion a un contaminante.

Celular Incremento en la actividad de proteinas indicadoras de
estrés o enzimas involucradas en los procesos de
destoxificacion.

Organismo completo | Dafios histol6gicos o formacion de tumores

Poblaciones Tasas de supervivencia, crecimiento y mortalidad

Comunidades Cambios en la diversidad y abundancia de especies
Fuente: (INECC, 2009)

5.10. BIOINDICADORES = INDICADORES BIOLOGICOS

Los indicadores bioldgicos son atributos de los sistemas bioldgicos que se
emplean para descifrar factores de su ambiente (Puig, 2010). Al principio se
emplearon especies 0 agrupaciones de éstas como indicadores y, consecutivamente,
se empezO a emplear también caracteres de otros niveles de organizacion del

ecosistema, como poblaciones, comunidades, etc.
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Las especies indicadoras son organismos que facilitan la tarea de descifrar
fendmeno o acontecimiento alguno, relacionado con el estudio de un entorno. Toda
especie tiene requerimientos fisicos, quimicos, de estructura del habitat y de
relaciones con otras especies. Correspondiéndole a cada especie o poblacion limites
definidos de dichas condiciones ambientales entre las cuales los organismos pueden
sobrevivir (limites maximos), crecer (intermedios) y reproducirse (limites mas
estrechos). Por lo tanto, cuando la especie en estudio, tenga menores limites de
aceptacion, mayor serd su utilidad como indicador ecoldgico. Las especies
bioindicadoras tienen que ser por lo tanto; abundantes, muy sensibles al medio de
vida, faciles y rapidas de identificar, estudiadas a profundidad en su ecologia y ciclo
bioldgico, y con poca movilidad. Actualmente el empleo de organismos vivos como

indicadores de contaminacidn es técnica de gran reconocimiento.

5.11. ¢QUE ES UN BIOENSAYO?

Un bioensayo de toxicidad es un test el cual establece la naturaleza y la magnitud
del efecto que causa un agente dado cuando los organismos se exponen a él.
Especificamente para la ecotoxicologia, los agentes mencionados encierran muestras
ambientales de agua, suelo o sedimentos, efluentes domésticos e industriales,
extractos de sedimentos o suelos contaminados, etc. Desarrollando varios bioensayos
para el monitoreo ambiental y entre sus aplicaciones relevantes, tomado de INECC
(2009) tenemos las siguientes:

e EI establecimiento de niveles permisibles de los contaminantes que son

liberados al ambiente.

e EI establecimiento de sitios prioritarios que requieran acciones de

limpieza.

e La determinacion de impactos ambientales mediante el uso de organismos

biomarcadores.

e Laevaluacion y prediccion del efecto de nuevos productos quimicos en el

ambiente.
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e Los estudios de biodisponibilidad y bioconcentracion de contaminantes.

e La comparacion de la sensibilidad de varias especies de organismos a un

compuesto dado.

e Laevaluacion de la efectividad de los sistemas de tratamiento de agua y el
establecimiento de las condiciones Optimas de operacion de las plantas

tratadoras.

e Laevaluacién de la eficiencia de los métodos de remediacion de suelos.

5.11.1. BIOENSAYOS ECOTOXICOLOGICOS
GENERALIDADES

Los bioensayos de toxicidad son procesos de laboratorio utilizados para la
evaluacion de efectos toxicos potenciales de contaminantes quimicos, efluentes
industriales, 0 muestras de agua de un cuerpo receptor en biomodelos sensibles.
Entre las especies mas utilizadas propuestas por (TOXIMED) se tiene el siguiente

listado:

e Fitoplancton (Chlorellavulgaris)

e Zooplancton: microcrustaceos de agua dulce (Daphniaspp)
microcrustaceos marinos (Artemia salina)
especies de hidrozoos y rotiferos

e Peces de agua dulce (Brachidariorerio, Poeciliareticulata)

e Plantas terrestres (Lactuca sativa)

Los ensayos de toxicidad son pruebas disefiadas para evaluar la potencia relativa
de una agente 0 una sustancia contaminante sobre una 0 mas especies de organismos
de los sistemas bioldgicos acuaticos y terrestres, al tiempo que permiten caracterizar
la relacion concentracion-respuesta entre el agente contaminante y el organismo

sometido a prueba. (Escobar & Londofio, 2009).
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La toxicidad de una sustancia es la propiedad que posee de perjudicar a la salud
humana o la muerte de un organismo vivo, por medio de comparar el efecto de los

organismos con el de una solucién estandar.

Los resultados de las pruebas de ecotoxicidad forman un criterio significativo en
la determinacion del efecto y riesgo de la descarga de contaminantes sobre
ecosistemas, también se establecen valores limites permisibles para el control de

sustancias toxicas que son vertidas a los ecosistemas acuaticos.

Con el apogeo de la ecotoxicologia, se ha reforzado la idea de realizar monitoreos
y pruebas de toxicidad para la deteccion, prediccion y control de los efectos de
diferentes tipos de sustancias sobre los ecosistemas, en particular, el acuético.
(Escobar & Londofio, 2009)

Los bioensayos con especies experimentales selectas, representantes de
comunidades bioldgicas de los ambientes considerados se utilizan en la actualidad
para determinar efectos toxicos y genotéxicos. (Mayorga, 2001). Entre los
organismos empleados para realizar bioensayos, se enuncian varias especies como:
bacterias; algas levaduras; hongos; plantas; nematodos; lombrices de tierra;
moluscos; crustaceos; insectos; peces; ranas y mamiferos (ratones, ratas, cobayos,

COoNnejos y otros).

La evaluacion de riesgo ecotoxicoldgico permite estimar la probabilidad de que se
produzca un efecto ecoldgico adverso como resultado de la exposicidén a uno 0 mas
factores causantes de estrés (“stressors”) (UNSAM, 2009). Dichos factores pueden
ser fisicos, quimicos o bioldgicos. En la evaluacion de riesgo se debe tomar en
cuenta los efectos de los factores sobre organismos de variadas especies diferentes, y

sobre poblaciones, comunidades y ecosistemas también.

Las actividades humanas generan ciertos impactos sobre la comunidad en un
ecosistema manifestandose esencialmente en la alteracion de proporciones entre los
individuos de las diferentes especies pertenecientes a las condiciones antes de la
contaminacion, debida a la desaparicion de algunas de ellas, el descenso significativo
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de sus abundancias o por el aumento de otras, importante también. Reconociendo

que generalmente la diversidad disminuye a causa de la contaminacion.

El ambiente estd formado complejamente por distintos compartimentos, aire,
agua, suelo, sedimento y biota. Los contaminantes (sustancias aisladas o mezclas
quimicas complejas) son distribuidos segin sus propiedades entre los distintos
elementos. Produciendo un intercambio de las sustancias entre los distintos
compartimentos. Y por lo referido en (UNSAM, 2009), estas sustancias y productos

pueden causar efectos nocivos sobre los seres vivos del ecosistema.
5.11.2. TIPOS DE BIOENSAYO SEGUN SU TECNICA

A continuacion en la siguiente tabla se resumen los diversos tipos de bioensayos

de acuerdo a la técnica empleada.

TABLAN° 8

Tipos de bioensayo

Ensayos estaticos Este consiste en colocar en cdmaras de prueba o
montajes las soluciones que se vayan a utilizar en el
ensayo y los organismos que se van a examinar. En

estos ensayos, las soluciones siempre son las mismas.

Ensayos Semi-estaticos: En ellos se renueva periodicamente el medio de
ensayo (ejemplo: una vez cada 24 horas).

En los que existe una renovacién continua del

Ensayos de flujo

continuo:

medio de ensayo.

Ensayos de
reproduccion:

El periodo de exposicion, cubre al menos tres
generaciones de los organismos prueba. Permiten
evaluar el comportamiento reproductivo como
consecuencia de la exposicion al toxico.

Ensayos de
recuperacion:

En los que el periodo de exposicion es seguido por
la transferencia y observacion de los organismos de
prueba en un medio no toxico.

Fuente: (SUTER, Londres, pags. 115-132)

Elaborado por: (Lépez, 2009)
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5.11.3. CRITERIOS PARA LA EVALUACION DE LOS

RESULTADOS EN LOS BIOENSAYOS

Los resultados de los ensayos de toxicidad pueden ser evaluados de acuerdo a lo

citado por Lopez (2009) por los siguientes modos:

a)

b)

d)

Interpretacion: la muerte, crecimiento reproduccién son algunos de los
parametros usados para medir los efectos de un toxico sobre un organismo, se
esperan correspondan a los efectos observados en un ecosistema, cuando se
asumen que la concentracion de tdxico en el ambiente es comparable con la
de las pruebas realizadas en el laboratorio. Aunque es imposible reproducir
exactamente todas las condiciones que hay en un ecosistema, con los

resultados obtenidos se asume se pueda predecir los efectos en un ecosistema.

Extrapolacion: hace referencia a un criterio basado en los resultados
obtenidos en las pruebas, y que puede predecir el peligro ambiental que cause
un contaminante. Para un quimico en particular este criterio esta relacionado

con la sensibilidad de especies de importancia econémica, usualmente peces.

Sensibilidad: la sensibilidad de la respuesta estd sujeta al nivel de
organizacion bioldgica del organismo de prueba, la duracién de la prueba, y a
la variabilidad de la respuesta. La sensibilidad de un sistema biolégico a la
accion de un toxico se da en todos los ecosistemas, pero hay especies estandar
con una alta sensibilidad a diferentes toxicos, que son ampliamente utilizadas
en ensayos de toxicidad, por esta razon. De la forma en que se realicen los
ensayos de toxicidad, los resultados podran tener una alta correlacion con los

efectos adversos observables en un ecosistema.

Variabilidad: la determinacién de una variabilidad que sea aceptable, es una
cuestion metodoldgica y estadistica. Sin embargo, esta es inherente a la
medicion de la respuesta, y al nUmero de unidades experimentales. Es por eso
que la metodologia utilizada en los ensayos de toxicidad debe ajustarse

correctamente para gque las variaciones no sean significativas.
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e) Replicabilidad: existe técnicas toxicologicas estandarizadas con especies de
prueba debidamente reconocidas, que han sido publicadas para asegurar que
los datos obtenidos sean completamente reproducibles en otros laboratorios.
Sin embargo, como no en todos los laboratorios pueden aplicarse estas
metodologias, para evitar variabilidad en los resultados.

5.11.4. SIGNIFICADO ECOLOGICO DE LOS RESULTADOS
DEL ENSAYO

En un ecosistema, se da un ciclo continuo de factores esenciales y una interaccion
de dichos elementos con otros compuestos presentes en el entorno. Esta interaccién
asigna un grado de control homeostatico asegurando la biomasa mantenida en un
maximo. Cada una de las propiedades del ecosistema, se pueden alterar por un
contaminante ambiental; y los efectos de esta alteracion, pueden manifestarse en la

tasa de produccion primaria, o en la respiracion.

El peligro de que un compuesto sea toxico y permanezca estable en el ambiente,
depende de la posibilidad de expandirse hacia la biota y la disponibilidad que posea.
Por ejemplo un agente quimico toxico, que llega al suelo, agua, atmosfera o a la biota
puede movilizarse por diversas vias (transferencia biologica o fisica) entre los

ecosistemas.

Los procesos de adsorcion, excrecion, alimentacion, contribuyen en el traspaso de
un agente toxico. La acumulacién en los organismos del toxico, dependen de la
velocidad de cada proceso, efecto llamado bioacumulacion. Y la biomagnificacion
es el fenomeno es cuando se produce un incremento del contaminante durante la
cadena alimenticia. En la figura 8 se puede observar el mecanismo de los fendmenos

mencionados.
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FIGURA N° 8

Mecanismo de transporte de un contaminante quimico en el ambiente

= ¢
g e . ATMOSSERA /j: dares
v o= _ e
’ T
“~ Arene o 30
."/. \', PR . ,/~ \
i SED | KA
\ / 3 f
\<__,’ \".<__(/
4 1 )
Ambiefe ANT oo 5T Ao Ambe".e
[.JJ: WPuren s -—9-)‘"”"1'1 2 Dion .
femesire | ™ el atualoo
"-‘\F 0\ / N\
(e o3 Fosvin ]
_ws J
N4 &2/
rgxen
Saacr -bak wen

Fuente: (Hoyos, 1995)

Dentro de un organismo pueden acumularse niveles toxicos de contaminantes
quimicos considerados como inofensivos en el ambiente, debido a la
bioacumulacion. La exposicion eventual a una sustancia, incluso en concentraciones
bajas, puede causar efectos crénicos los organismos y efectos acumulativos en
poblaciones. Para determinar el riesgo potencial de un contaminante, se toma en
cuenta la persistencia en el ambiente de una sustancia, ya que influye en los

procesos de bioacumulacion o biomagnificacion, ayudando también en su dispersion.

La informacion sobre la muerte de organismos, acumulacion en tejidos, dafio a
nivel reproductivo, mutagenicidad, carcinogenicidad, teratogenicidad y alta
susceptibilidad a cambios en el ambiente es obtenida mediante los resultados de las

pruebas de toxicidad,

En un organismo en particular los efectos toxicos que se puedan presentar tienen
mucha importancia, ya que se puede originar, la reduccion de una especie, se puede

modificar el tamafio de la poblacion, causado por las interrelaciones alteradas entre
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los distintos niveles tréficos. Incluso si se perturba a una especie con importancia

relevante, se modificaria el ecosistema en su totalidad.

Por lo tanto la calidad del ambiente acuatico aparte de ser valorada por los analisis
quimicos comunes también puede ser valorada por la vigilancia de las comunidades

de plantas y animales.

Los bioensayos en investigacion relacionados con la contaminacion se los
considera como herramientas no solo para determinar el efecto de una sustancia en
un organismo, sino para la preservacion de diferentes especies de importancia para el
ecosistema, y proteccion de la estructura y funcion del ecosistema, la prediccion de la
consecuencia ecoldgica del contaminante, el riesgo potencial de la sustancia para
otros organismos superiores y el limite en el que ella puede llegar a un ecosistema sin
causar dafios en él, son también elementos de evaluacion con las pruebas de
toxicidad, (Hoyos, 1995).

5.12. MODELOS BIOLOGICOS

Un organismo modelo en biologia es una especie muy estudiada para entender
fendmenos particulares, que puedan explicarnos como funcionan diversos procesos
en otros organismos. Particularmente, los organismos modelos son muy empleados
para analizar las causas de enfermedades humanas y posibles tratamientos ya que la
experimentacion aplicada en humanos es contraria a la bioética. Esta tactica ha sido
posible seguirla debido a la relacion evolutiva de todos los organismos con vida (la
descendencia de un ancestro comun) que comparten diversos mecanismos

metabolicos, material genético y mecanismos del desarrollo biolégico.
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5.12.1. ARTEMIA SALINA

FIGURA N°9

Imagenes de la Artemia salina

Fuente: (Naturephoto )y (Blogueiros, 2010)
Elaborado por: Autores de la Tesis

5.12.1.1. Caracteristicas

Las Artemias son crustaceos muy pequefios, mide, entre 1 (a veces algo menos) y
1,5 cm, segun la edad y las condiciones ambientales. Sin embargo, existen Artemias
mucho mas pequefios como la Artemia partenogenética que mide unos 3 mm de

longitud.

Las Artemias viven en aguas salobres, en algunos casos en aguas muy saladas, de
hasta mas de 330 gr de sal por litro de agua dulce, no obstante, también pueden vivir
en aguas practicamente dulces. La salinidad del agua es uno de los factores
ambientales que influyen en el crecimiento de las Artemias, a menores indices de
salinidad del agua se ha visto que las Artemias que viven en ellas tienen mayor

tamario que aquellas que viven en aguas més saladas.

Las Artemias viven en aguas salobres del continente, como lagunas, lagos
(endorreicos) o salinas, pero no en los mares ni en los océanos. Las Artemias son
animales con una gran capacidad de coronar los ambientes méas inhdspitos, como por
ejemplo, charcos con poca agua que se secan rapidamente. De hecho, la mayoria de

especies de Artemia viven en las zonas secas del planeta se adaptan a vivir en zonas
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donde la vida es dificil para evitar el acoso de los depredadores, peces sobre todo.
Las Artemias han desarrollado la formacién de quistes como mecanismos de
supervivencia a los ambientes a veces tan hostiles en los que viven, las Artemias
tienen una gran capacidad de tolerar niveles elevados de salinidad, porque tienen
sistemas para regular la presién osmotica de su cuerpo. Estos crustaceos diminutos
pueden vivir en ambientes poco oxigenados, como consecuencia de la gran salinidad
de las aguas donde viven, ya que se aumenta la sintesis de hemoglobina (la proteina
responsable de transportar el oxigeno en la sangre hasta los tejidos del cuerpo) como
respuesta al incremento de la salinidad del agua. La Artemia parthenogenetica es
especialmente resistente a las hostilidades del medio.

En las Artemias es frecuente hablar de endemismos, puesto que existen especies
que viven en zonas muy restringidas y concretas del mundo. Un ejemplo de ello es la
Artemia monica que solamente existe en un lago californiano, el Lago Mono, de ahi

su nombre cientifico o la Artemia persimili, propia de Argentina.

Las Artemias son tremendamente abundantes en los pequefios espacios que han
escogido para vivir, ya que son pocos los animales que pueden tolerar tan bien las
grandes valoraciones que sufren los ambientes donde viven las Artemias, también
hay Artemias que tienen una gran area de distribucion, como la Artemia franciscana,
que vive en todo el mundo, excepto en la Antartida; el Gnico continente donde es
imposible encontrar a este crustadceo. Originalmente, esta especie de Artemia vivia

solamente en América.

Las Artemias tienen fototropismo positivo, o lo que es lo mismo, sienten atraccion
a la luz como las plantas. Esta propiedad se percibe en las Artemias cuando al
iluminar una zona concreta del recipiente donde viven las Artemias se dirigen a ellas
nadando de una forma muy curiosa, de espaldas. Siendo esta la forma normal de
nadar de mencionados crustaceos siguiendo trayectorias rectas que solo abandonaran
cuando algo les asuste, en cuyo caso cambian de forma brusca de recorrido. También

es comun que estos animales naden a contra corriente.
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TABLAN°9

Caracteristicas de la Artemia salina

Orden Familia Longitud Longevidad | Habitad | Distribucion | Alimentacién
Anostraca | Artemiidae | Entre 1 y | Menos de un | Lagunas | Sur de Espafa, | Filtradora no
1,5¢cm afio y lagos | tunez, mar | selectiva
salados y | caspio, centro | (Microalgas,
salinas de Asia, india, | Rotiferos y
Australia, Detritos).
Groenlandia,
EEUU.

Elaborado por: Autores de la Tesis
Fuente: (Botanical-Online, 2010)

5.12.1.2. Sobre su aspecto comportamiento:

Este pequefio crustaceo se comercializa con el extrafio nombre de sea monkeys, y
de hecho tiene su explicacion puesto gque asi son llamadas las Artemias en inglés,
también conocida como brine shrimp. (Botanical Online, 2010). A las Artemias se
las ha bautizado como monos de mar no por sus semejanzas de forma ni tamafio con
los primates, sino a que se desplazan por el agua con la ayuda de su larga cola
parecido al acto que hacen los auténticos monos de la selva entre las ramas de los

arboles.

5.12.1.3. Alimentacién de la Artemia

Las Artemias son animales filtradores o Ilamados también suspensivoros, asi
como lo son también varios moluscos tales como los mejillones y las ostras.
Mediante la corriente que crean con el movimiento de los apéndices toraficos, los
tetrahedron,

filopodos, las Artemias filtran algas unicelulares (dunaliella,

chaetoceros) rotiferos y detritos. (Botanical OnLine, 2010).

La clase de alimento que filtran las Artemias depende del tamafio,
especificamente de las sedas filtradoras de los filopodos, que funcionan como un
filtro genuino. Las Artemias de mayor tamafio pueden filtrar pequefios crustaceos. La

solubilidad es un punto a considerar, ya que los alimentos poco solubles no son
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aprovechados adecuadamente por las Artemias, debido a que estos crustaceos se

nutren del alimento que encuentran disuelto en el agua.

Se pueden alimentar a las Artemias con una diversidad de ingredientes, debido a

la cualidad de ser animales filtradores no selectivos.

Las Artemias que viven en la naturaleza se alimentan, de alimento vivo, como lo
hemos mencionado antes, pero también de detritus y restos de materia organica
existentes y acumulados en el fango, por lo tanto ademas de alimento vivo se puede
complementar su nutricién con alimento inerte, aunque con su introduccién al
recipiente de las Artemias se causa otro problema en la calidad del agua, dado a que

esta clase de alimento ensucia més el agua que el alimento vivo.

El alimento inerte puede ser una mezcla homogeénea de harina de arroz o de trigo,
germen de trigo, salvado de arroz, harina de soja, yema de huevo, alga espirulina y

levaduras.

5.12.1.4. Condiciones de cria de la Artemia

Condiciones tomadas de acuerdo a lo mencionado en (Botanical-Online, 2010)

tenemos los siguientes puntos:

La temperatura 6ptima se encuentra entorno a los 25° C.

e EIl pH debe de ser basico (desde 7,5 a 8,5) y el agua donde estan las
Artemias es importante que se encuentre bien oxigenada.

e El agua de su medio siempre es necesario que tenga algo de sal para su
supervivencia.

e Los valores de salinidad mas recomendados son los cercanos a los que
tiene el mar Mediterraneo, debido a que tiene una baja salinidad,
comparada con la salinidad de otros medios salinos.

e Se recomienda que por cada litro de agua dulce se diluya valores no
mayores a 38 gramos de sal.

o EIl agua empleada puede ser del grifo pero es importante que se la deje

reposar un par de dias para que se evapore el cloro.
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Estas condiciones son importantes principalmente para que se dé una eclosion

adecuada de los quistes de Artemia.

5.12.1.5. Morfologiay ciclo vital:

El ciclo vital inicia con minasculas particulas marrones (de 200 a 300 micras de
diametro) que flotan en la superficie del lago y son arrastradas hasta las orillas. Se
forma un polvo inerte, que no es en realidad los quistes secos inactivos de la
Artemia, en estado de criptobiosis (“durmientes”) manteniéndose asi durante el

tiempo que permanezcan secos.

Una vez colocados en agua salina, los quistes biconcavos se hidratan dando una
forma esférica, recuperando el embridn su metabolismo reversible interrumpido. La
membrana externa de los quistes se rompe (“breaking’) después de unas 24 horas
apareciendo el embrion rodeado por la membrana de eclosion. En las siguientes
horas, el embrion abandona totalmente la cascara del quiste: colgando mientras tanto
de la capsula vacia la cual persiste todavia unido (estado de ‘“‘umbrella”).
Completandose el desarrollo del nauplio dentro de la membrana de eclosion,
comenzando a mover sus apendices y la membrana de eclosion se rasga (“hatching”)

brotando el nauplio que nada libremente en un corto periodo de tiempo.

FIGURA N ° 10

Ciclo de vida de la Artemia salina

CISTE DESHIDRATADO
/ CISTE HIDRATADO
q—

SALIDA DEL CISTE
L8] unso\e/
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820 HRS YT —on
2048 HRS o 1’%‘ ,‘&M
~ METANAUPLIUS

OVISACO

HENBRA ADULTA
(6.0 A 12MM LARG

KAGHO ADULTO
(6.0-10 MM largo)

48-72 HRS /(0.9-1 MM largo)
N 1
JUVENILE \ /; METANAUPLIUS
(3.5.5 MM largo) (1.3-1.5MM largo)

P 2 % . «;%; /‘\IF\\r.qsmm\unws
%@4} =~ \é\g‘a"‘%/ { (1.5-1.9MM largo)
}" %\Il‘ METANAUPLIUS

(2.22.4 MM largo)
COPULACION
JUVENILE METANAUPLIUS
(2.74.0 MM largo) (2.4-2.6 MM largo)

Fuente: (FAO, 2003)
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“El primer estado larvario llamado también estado I, mide entre 400 y 500
micras de longitud, tiene un color pardo anaranjado (por acumulacion de reservas
vitelinas) y posee tres pares de apéndices: el primer par de antenas, también llamadas
anténulas y que tienen una funcion sensorial; el segundo par de antenas con funcion
locomotora y filtradora; y las mandibulas con una funcién de toma de alimento. Un
unico ocelo de color rojo también llamado ojo nauplial, se encuentra situado en la
cabeza entre el primer par de antenas” expuesto y obtenido en (Portalpez Biblioteca,
2008).

La cara ventral del animal esta cubierta por un labio desarrollado interviniendo en
la toma de alimento, llevando las particulas desde las setas filtradoras hacia la boca.
Teniendo en cuenta que el estado larvario I no se alimenta debido a que el aparato

digestivo no es funcional, permaneciendo ain cerrados la boca y el ano.

Llegando a las 24 horas, el animal cambia al segundo estado larvario, llamado
estado Il. En el cual pequefas particulas alimenticias con un tamafio entre 1 y 40
micras son filtradas por el segundo par de antenas, siendo ingeridas por un aparato
digestivo funcional.

La larva continta creciendo aflorando diferenciaciones durante las 15 mudas. De
esta manera aparecen unos apéndices lobulares pares en la region toracica mas
adelante diferenciandose en toracopodos, se forman ojos complejos laterales a ambos
lados del ojo nauplial. A partir del estado X en adelante, se generan cambios
significativos tanto morfolégicos como funcionales, por ejemplo: perdida de la
funcién locomotriz de las antenas transformandose en elementos de diferenciacion
sexual. De acuerdo a Portapelez Biblioteca (2008) se menciona que: Los futuros
machos desarrollan unos apéndices curvados y prensiles mientras que las antenas de

las hembras degeneran en apéndices sensoriales.

Los toracépodos formados en su totalidad presentan tres partes funcionales: los
telopoditos y endopoditos con funciones tanto locomotrices y filtradoras y los

exopoditos que actlan como branquias.

La fase adulta posee caracteristicas como las de:
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e Cuerpo alargado con dos ojos complejos pedunculados,
e Aparato digestivo lineal,
e Anténulas sensoriales y

e 11 pares de toracopodos funcionales.

En el macho se observan un par de piezas prensiles musculadas muy
caracteristicas (segundo par de antenas) en la region cefélica mientras que en la parte
posterior del torax se puede observar un par de penes. La hembra de Artemia no tiene
apéndices distintivos en la region cefalica, pero puede ser facilmente reconocida por
el saco de puesta o Utero que esté situado inmediatamente detras del undécimo par de
toracépodos. (Portalpez Biblioteca, 2008).

Las hembras tienen a la base de la cola, el Utero, que se ve muy engrosado.

La Artemia posee un cuerpo delgado y alargado, cubierto por un caparazon
blando. Su longitud y aspecto varian de acuerdo a la poblacion/especie (bisexuales o
partenogenéticas y diploides o poliploides) y segin la salinidad y caracteristicas

fisicoquimicas del medio en que habitan.

Se pueden distinguir tres partes bien diferenciadas externamente: cabeza, torax y

abdomen.

e En la cabeza se encuentran los restos del ojo nauplial, los 0jos compuestos,
proporcionados de largos pedunculos de longitud y las antenas.

e El torax presenta once secciones bien definidas, cada uno compuesto de un
par de apéndices folidceos, con funcion natatoria, respiratoria y filtradora
de alimentos, batiendo con un ritmo metacronico de unos 150 a 200 golpes
por minuto.

e EIl abdomen formado por ocho segmentos apodos. Los dos contiguos al
torax son los segmentos genitales, visiblemente méas abultados que los
toracicos y abdominales. Estos dos primeros estan hipertrofiados en su
cara ventral, dando cabida a los aparatos sexuales: bolsa ovigera o Utero en
las hembras y vesicula seminal y pene en los machos. El ultimo pertenece

al telson, que exhibe dos formaciones alargadas en disposicion lateral

86



constituyendo la furca caudal, con el borde erizado de largas sedas. En la

escotadura entre ambos l6bulos se abre el orificio anal.

“El aparato circulatorio esta formado por un largo corazén tubular con un
ostiolo en su extremo posterior y por varios senos en diversas zonas del cuerpo. A
través del sistema circula hemolinfa, que contiene algunas células especificas, asi
como hemoglobina. La superficie respiratoria se halla directamente relacionada con
la actividad locomotriz, ya que se localiza en los exopoditos de los toracopodos. En
estos apéndices, la cuticula es mas fina que en el resto del cuerpo y presentan en su
interior un gran desarrollo de las cavidades que llena la hemolinfa, facilitando el
contacto entre el medio exterior y la hemoglobina.” (Alvarez, 2002)

FIGURA N° 11

Artemia salina y sus partes

A

Fuente: (FAO, Departamento de Pesca, 1989)

En la figura siguiente se puede observar a la Artemia en la cual se indica cada una

de sus partes de acuerdo a la simbologia siguiente:
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A. Hembra, Sus partes
B. Cabeza de macho,

C. Cabeza de hembra, Ojo nauplio,

Antenuelas,

Antena,

Apéndice toraxico,
Saco ovigero,
Segmento abdominal,
Furca,

Ojo pedunculado.

O N O~ wDdE

5.12.1.6. Sobre su reproduccion:

Las Artemias tienen un ciclo de vida anual con una reproduccion bastante
complicada: partenogeénesis, reproduccion ovipara (depésito de huevos en el medio

externo) u ovovivipara (huevos permanecen dentro de la hembra).

La Artemia al alcanzar 1 cm de longitud, llegando al mes desde su eclosion, se
encuentra listas para reproducirse, pues ya poseen un aparato reproductor bien

formado.

Condiciones como una salinidad muy alta, en conjunto a una escasez de comida,
favorece la reproduccion ovipara. Los huevos producidos en dichas condiciones,
pueden resistir largos periodos sin desarrollarse hasta mejorar las condiciones
ambientales, es decir, hasta que el agua deja de ser considerablemente salada y el
alimento sea frecuente, la temperatura se aproxime a la ideal o hasta que los quistes
se rehidratan. Los quistes de Artemia resisten periodos de desecacion de varios afios

hasta que las condiciones ambientales sean favorables.

El corion es la sustancia, producida por una glandula de la Artemia, la glandula de
la cascara, que rodea a los huevos y los protege del medio ambiente. Cuanto mayor
es la densidad del agua, mayor es la capa de proteccién del huevo y también mas

tiempo necesitan los huevos para eclosionar. (Botanical-Online, 2010)

Parecido a las Dafnias, las Artemias pueden radicarse en nuevos entornos en el
momento que sus quistes se adhieren a las plumas o patas de las aves acuéticas o

cuando son arrastrados por el viento.
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Los huevos se desarrollan en dos ovarios tubulares que se encuentran en el
abdomen. Ya maduros, tienen forma esférica y se trasladan al Gtero por dos

oviductos llamados sacos laterales.

“La precopula de los adultos se inicia cuando el macho sujeta a la hembra
entre el Gtero y el Gltimo par de toracdpodos, con sus antenas curvadas. Las parejas
pueden nadar de esta forma durante largo tiempo en lo que se conoce como posicion
de monta (“riding position”), para lo cual mueven sus toracopodos de forma
sincronica. La copula es un rapido acto reflejo: La parte ventral del macho se dobla
hacia delante y uno de los penes es introducido en la abertura del Utero fertilizando
los huevos. En el caso de las hembras partenogenéticas la fertilizaciéon no tiene lugar
y el desarrollo embrionario comienza tan pronto como los huevos han llegado al

utero”. (BuenasTareas. com, 2011)

Los huevos fecundados, que se transforman durante el desarrollo en nauplios
nadadores (reproduccion ovovivipara), son depositados por la hembra. En
circunstancias extremas, las glandulas de la cascara, (parecidos a uvas situados en el
utero), se activan y empiezan a acumular una secrecion de color marron (hematina).
Los embriones desarrollados hasta la fase de géastrula, se ven rodeados por una
gruesa cascara (segregada por las glandulas de la cascara), dando paso al estado de
latencia o diapausa, que es la parada reversible del metabolismo embrionario, y por
ultimo son liberados por la hembra (reproduccion ovipara). En condiciones aptas la
Artemia puede vivir durante varios meses, ascendiendo de nauplio a adulto en 8 dias

y reproduciéndose a una tasa de hasta 300 nauplios o quistes pasando 4 dias.

Existen cepas de Artemia que se reproducen mediante partenogénesis, sin
embargo es sorprendente como la Artemia parthenogenética se reproduce, ya que
estos individuos se reproducen casi todo el tiempo de forma partenogenética, que
permite colonizar nuevos ambientes ya que produce una cantidad considerable de
organismos nuevos cuya condicion primordial recae en la adecuacion del medio de
hébitat.

Y cuando los ambientes no rednen las condiciones de vida para las Artemias, esta

especie se reproduce mediante via asexual como forma de adaptacion.
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Las Artemias también se pueden reproducir de forma ovovivipara, los huevos se
desarrollan en la cdmara de incubacion de los huevos o también llamada ovisaco
hasta que estan totalmente desarrollados como nauplios, momento en el que se

produce la liberacién al agua de los nauplios de Artemia, todo esto expuesto en
Botanical Online (2010).

Los machos viven menos tiempo que las Artemias hembras, siendo la esperanza

de vida méxima para esta especie es aproximadamente de 1 afio.

FIGURA N° 12

Ciclo de vida sexual de Artemia salina

HEMBRA MACHO

\1//

COPULACION

l

FERTILIZACION

OVIPARIDAD OVOVIVIPARIDAD

l l

QUISTES NAUPLICGS

Fuente: (FAO, Departamento de Pesca, 1989)
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FIGURA N° 13

Ciclo de vida asexual de Artemia salina

HEMBRA PARTENOGENETICA

OVIPARIDAD OVOVIVIPARIDAD

QUISTES NAUPLIOS

Fuente: (FAO, Departamento de Pesca, 1989)

5.12.1.7. Taxonomia de la Artemia

La diversidad de los medios en que habita Artemia varia en funcién de la
composicion de aniones, las condiciones climaticas y la altitud. Artemia puede vivir
en aguas ricas en cloruros, sulfatos o carbonatos, o en distintas combinaciones de

ellos, dependiendo de qué aniones prevalezcan (Bowen, 1988) (Bowen S. T., 1985).

A pesar de que en los estudios para comprender la especiacion en Artemia se han
considerado un amplio rango de caracteristicas, la filogenia del género, y sobre todo,
lo que atafie a las especies mas estrechamente relacionadas, no esta bien establecida
(Gajardo, 2001).

A partir de diversos estudios, sobre todo en las Gltimas décadas, la atencion de los
investigadores ha ido ampliandose para dar cabida, junto con los estudios aplicados
por el interés de Artemia en acuicultura, a la investigacion de los mecanismos
fisiologicos y genéticos que puedan explicar los patrones ecolégicos y los
mecanismos evolutivos de adaptacion a los diferentes medios en que habita, citado
por (Alvarez, 2002).

Se considera, al género Artemia como uno de los sistemas biologicos con
mayores expectativas para nuevos estudios sobre la naturaleza del aislamiento

ecologico y el proceso de especiacion.
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5.12.2. LA ARTEMIA EN ENSAYOS BIOLOGICOS

Artemiaes en la actualidad, el Unico género animal en estado criptobiotico
(quistes) existente en el mundo comercialmente accesible continuamente, lo cual
constituye como razén valida para emplearla en ensayos bioldgico, siendo adecuadas
y practicas para un ensayo estandar por el estado criptobidtico, durante su ciclo de
vida. Ofreciendo diversas ventajas por la disponibilidad permanente de huevos

(quistes) obtenidos de larvas que enlista (Pino & Jorge, 2009):

¢ No hay necesidad de mantener una colonia viva permanentemente,

e Las pruebas pueden realizarse donde y cuando sea necesario,

e Se dispone siempre de un namero suficiente de individuos de la misma
edad y condicién fisioldgica.

e Se empleo a la Artemia salina como modelo bioldgico para este ensayo ya
que reune las siguientes caracteristicas que se describen en la siguiente
tabla.

TABLA N° 10

Comparacion de las recomendaciones dadas para seleccion de modelo
biol6gico y el Genero Artemia

Recomendaciones para Genero Artemia
seleccién de modelo biol6gico
Diferentes especies con un Diferentes especies con gran variabilidad
amplio rango de sensibilidad genética subyacente
Abundancia y disponibilidad Gran cantidad de quistes recolectados
disponibles presentes en el ecosistema salino
Ecologicamente relevante Ecosistemas pobres en diversidad
Repercusion ~ econdémica Yy Uso generalizado en acuicultura como
comercial alimento de otras especies de interées
comercial
Facil mantenimiento Facil cultivo y mantenimiento
Informacion disponible Amplias bases de datos bibliogréaficas
sobre Artemia en estudios ecotoxicoldgicos,
bioguimicos entre otros

Elaborado por: Autores de la tesis.

En la siguiente Tabla pueden observarse diferentes CLsy calculados para diversas
sustancias, observandose hay muchas variables que pueden incidir sobre la CLsy de

un determinado producto.
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TABLA N° 11

Clso para diferentes sustancias

Sustancia Orgz_anlsmo CL 5024 Referencia
Indicador mg/l
. . . . Guette, J., Olivero, J. &
p A f 4.4 Y '
ipper eriopodon rtemia franciscana ,43 Stashenko, E. (2009)
Aceites Escenciales, . o
extracto acuoso de Croton | Artemia franciscana 119,71 Jaramlllp » B., Munoz, K. &
Olivero, J. (2007)
malabo
Dicromato de potasio | Artemia franciscana 12,5 Aportela, P. y Gonzalez Y. (2001)
Dispersante de petroleo . .
BP 110WD Tetraselmis sp 2,08 Villamar, F. (1996)
§ulfatp de_Tetrak|§ Artemia franciscana 0,25
Hidroximetil fosfonio Bartolomé v Rodri 2007
Bromuro de dodecil etil . . artolome y Rodriguez, ( )
. Artemia franciscana 0,48
amonio
. . . Del Ramo, J., Diaz, J., Varo, 1.,
Cadmio Artemia franciscana 93,3 Sarabia, R.. Torreblanca, A.
Cadmio Artemia persimilis 284 (2002),
Zinc Artemia franciscana | 44,8 (96h) Brito, R, Gelabert, R. & Jimenez,
Niquel Artemia franciscana| 5,5 (96 h) J (2006)

Elaborado por: Autores de la tesis.
Fuente: Diferentes autores anotados en la referencia.

Los compuestos de dicromatos son uno de los tdxicos de referencia y esta entre
los contaminantes mas empleados a nivel industrial. Aungue, hasta la fecha no existe

constancia de ninguna contaminacion severa, ni registros de tal en las normas

ambientales.

Por lo tanto Artemia puede, potencialmente, sufrir la exposicion y

acumulacién de cromo hexavalente como metal del compuesto en estudio.

En este contexto, creemos relevante estudiar a fondo sobre los efectos en el

género Artemia mediante la evaluacion de la respuesta letal a la exposicion toxica del

compuesto de referencia en poblaciones naturales.
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5.12.2.1. Descripcion de los indices de vulnerabilidad de la Artemia salina

expuesta a diferentes concentraciones de dicromato de potasio.

Los indices de vulnerabilidad de la Artemia salina dependen o estan relacionados

con las variantes experimentales en el ensayo que se describen a continuacion.

e Utilizar los estadios larvales tempranos para pruebas de toxicidad aguda,

e Los huevos tienen que eclosionar bajo condiciones estrictamente
controladas de temperatura, salinidad, aireacion, luz y pH,

e Las larvas tienen que ser exactamente de la misma edad al inicio de cada
prueba,

e Durante la prueba, la larva no debe transformarse en otro estadio con una
sensibilidad diferente,

e Las pruebas deben realizarse con quistes del mismo origen geogréfico,

e Las condiciones experimentales de la prueba tienen que ser definidas con

gran exactitud

A parte basandose en lo que establece organizaciones como US EPA y FAO para
el crecimiento e incubacion de la Artemia Salina que se describen en la siguiente
tabla:
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TABLA N° 12

Condiciones de ensayo con Artemia Salina

Organismo de ensayo Artemia Salina
Color Claro
Tamafo Hasta 0,5 mm
Numero de indivuduos por placa 10
Punto Critico mortalidad
Condiciones del ensayo temperatura y luz estable (incubador)
Replicas 2
Volumen de Concentraciones Ensayadas 9 mlen 1 caja petri
Temperatura 25-28°C
24 h(para laboratorio se usa diferentes
Exposicion longitudes posibles )
llumination LUZ continua
solucion incial de muestra de ensayo,
Quimicos dilucion de agua marina de laboratorio
caja petri, vasos de precipitacion,
Instrumentos y Equipos micropipetas, incubador.

Elaborado por: Autores de la tesis.
Fuente: indicaciones de USEPA 'y FAO

Existen diferentes variantes experimentales ya mencionadas del procedimiento
cuyas principales caracteristicas que se deben tomar en cuentan se enlistan a

continuacion.

e Se tabulan los datos obtenidos de CLso en Artemia Salina con sus respectivos
efectos adversos, los cuales serviran para futuras investigaciones.

e Los resultados de la prueba deben ser ignorados y la prueba repetida se
observa que: menos del 90 % de la poblacion control alcanza el estado
adulto; mas del 10 % de la poblacion control muere o hay crecimiento

microbiano excesivo en el sistema de prueba.

5.12.2.2. Prueba ecotoxicoldgica para el ambiente marino

Para la proteccion del ambiente marino, son necesarios métodos de ensayos
ecotoxicoldgicos simples y confiables para determinar el impacto potencial sobre la

biota marina de sustancias xenobioticas (Torokne, Vasdinnyei, & Asztalos, 2007).
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Para la correcta implementacion de regulaciones nacionales e internacionales, se

necesita que los métodos toxicologicos usados sean confiables y reproducibles.

En 1984, Vanhaecke del Centro de Referencia de Artemia en Bélgica, después de
una profunda revision de la literatura cientifica que relacionaba el uso de este
organismo en investigaciones sobre la contaminacion ambiental, pusieron en marcha
un ensayo estandar de toxicidad aguda (a corto plazo), conocido como ARC-TEST o
ensayo del Centro de Referencia de Artemia. Se fundamentd dicho ensayo en la
determinacion de la LCspa las 24 horas de las larvas de una cepa especifica
de Artemia sp. Concluyendo que esa técnica es una herramienta de gran valor como
prueba en una primera evaluacion para categorizar la toxicidad de productos

quimicos y para el ambiente marino como prueba de referencia.
5.12.3. EVALUACION ESTADISTICA DE LOS ENSAYOS

La estadistica desempefia un importante papel tanto para el calculo, la
planificacion y ejecucion de las pruebas de toxicidad, en cuanto a los resultados
obtenidos participa en el analisis e interpretacion.

De tal manera, el disefio experimental, el muestreo, la modelacién, la recoleccion
de datos, las pruebas y los andlisis estan ligados a principios estadisticos estrictos.
Los métodos de analisis de los resultados bien documentados, se pueden aplicar en la
mayoria de los datos obtenidos y se pueden manejar por personas que desconocen la
estadistica. En la mayoria de los casos el analisis de relaciones entre dos o mas
variables involucra, el uso de técnicas de regresion estadisticas. Al mismo tiempo es
muy importante el tipo de variables a relacionar, en la seleccion del modelo a

emplear.

Comunmente, las variables se clasifican en cualitativas y cuantitativas,
pudiéndose distinguir en el Gltimo caso entre discretas y continuas. Las cuantitativas
discretas solo pueden tomar valores pertenecientes al conjunto numérico de los
enteros; las continuas toman cualquier valor en el conjunto numérico de los reales.
Las variables cuantitativas pueden ser analizadas directamente mediante analisis

estadisticos de regresion, en cuanto, las cualitativas se expresan cuantitativamente
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antes de ser analizadas, verificando la evaluacion de la mortalidad como variable, ya
que ésta sélo puede tomar los estados vivo o muerto, expresada como porcentaje de

muertos antes de poder ser analizadas por métodos de regresion.

Sobresaliendo finalmente, en lo que respecta al andlisis de las relaciones entre la
concentracion de un toxico y la respuesta o efecto de tal en la materia viva, existen
aproximaciones al analisis de las relaciones en las que se pretende determinar la
concentracion a la cual no se visualiza un efecto nocivo del toxico sobre el
organismo o modelo biolégico expuesto, o la concentracion mas baja a la cual se
observa un efecto tdxico, llevado a cabo mediante el método de ANOVA (andlisis de

la varianza) o su equivalente no paramétrico.

Se denomina sujeto al agente que se aplica a un organismo o grupo de organismos
en una prueba de toxicidad tipica, en el que se evalUa cierta respuesta. Midiéndose la
magnitud del estimulo como un peso, un volumen o una concentracion. Valorando la
respuesta del sujeto por medio de la cuantificacion final de ciertos caracteres, el
cambio de ella o por la ocurrencia 0 no de un determinado fenédmeno (muerte,

inhibicidn del crecimiento, una contraccién muscular, etc.).

Diferentes dosis son empleadas para disefiar las pruebas de toxicidad, debido a
que la respuesta depende directamente de la concentracion aplicada. Permitiéndose la
cuantificacion de la relacion entre las variables dosis y respuesta con la informacion
obtenida de este tipo de ensayos, normalmente estas pruebas son disefiadas para la
comparacion de la potencia de un agente con relacion a una preparacion estandar o

control.

La respuesta a una dosis en particular se ve alterada en mayor o menor medida por
factores que no son controlados experimentalmente. Para el analisis de las relaciones
cuantitativas entre la dosis y la respuesta, es necesario recurrir a modelos
matematicos que describan dicha relacion, clasificandose dichos modelos de acuerdo

a (Ed.Morales, 2004) en los siguientes:

e Mecanistico: es un modelo que intenta describir un proceso basandose en

postulados acerca de la mecénica de dicho proceso.
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e Empirico o descriptivo: es un modelo que intenta describir
cuantitativamente los patrones de las observaciones sin basarse en los
procesos subyacentes 0 mecéanica del proceso.

e Deterministico: es un modelo en el que dado un dato en particular, la
prediccion que se obtiene del modelo es siempre el mismo valor.

e Probabilistico: es un modelo en el que dado un dato en particular, la

prediccidn que se obtiene del modelo es un valor variable.

Particularmente, para ensayos toxicoldgicos, los mas utilizados son los de tipo

empirico o descriptivo de forma rectilinea, transformando una o dos variables antes.

A continuacion se describen algunos de los métodos que mas se emplean para el

tipo de investigacion como esta:

Meétodos estadisticos: empleado, para cumplir con los requerimientos de validez
y precision de las pruebas desde la planificacion hasta la ejecucion y, luego, el
analisis de los resultados. Para seleccionar el método estadistico como fundamento,
se debe escoger el mas semejante a las condiciones experimentales y que permita

obtener resultados vélidos.

Disefio experimental: experimentalmente se condiciona la reproducibilidad o
replicabilidad. Debiendo ser, bien conocidas y manejables las propiedades fisicas y
quimicas de los compuestos quimicos que se emplean, siendo puntos criticos la
preparacion y almacenamiento de los compuestos y solventes, ademas de los
asociados con la produccion de los organismos de prueba. De la misma manera, son

basicas las réplicas al llevar a cabo la evaluacion estadistica de medidas.

Se debe tener en cuenta en pruebas de toxicidad ciertos factores como fuente
potencial de confusion. De los cuales se pueden mencionar: nimero de repeticiones,
namero de tratamientos/grupos de dosis o concentraciones. La aleatorizacion es el
principio basico en el disefio estadistico, por lo cual, las intenciones de cumplir con
este principio ofrecen resultados mas confiables y reproducibles, pues la muestra
aleatoria es un requisito imprescindible al validar toda prueba estadistica.

Empleandose dos disefios basicos generalmente:
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1. Establecimiento de una relacion dosis-respuesta.
2. Andlisis de varianza (ANOVA)

Pretendiéndose obtener estimaciones de los parametros del modelo elegido, con el
que relaciona variables, utilizando el modelo con estimaciones de los pardmetros
encontrados Utiles para determinar valores de la concentracion del toxico causante de
un efecto determinado sobre los organismos expuestos, como resultado del analisis

de los datos de un disefio para estimar una relacion dosis-respuesta,

5.12.3.1. Establecimiento de una relacidon dosis-respuesta de tipo mortalidad:

Para estimar la CLsy de pruebas de toxicidad aguda la seleccion del método,
dependerd de la distribucién de tolerancias, y la caracterizacion de las

concentraciones seleccionadas (el nimero de mortalidades parciales).

A continuacion algunos métodos para la estimacién de la CLso/CEso/DLsy los

cuales son:

e Método de Litchfield-Wilcoxon (grafico): Este método consiste en la
construccién de una gréfica a partir de los datos obtenidos en pruebas de
toxicidad aguda de un agente toxico. Se utiliza papel prob-log, en el cual se
colocan en el eje de las X el logaritmo (X) de las concentraciones usadas y en
el eje de las Y el porcentaje de respuesta del efecto observado. Para el célculo
de la CLso/CEso/CLsp mediante este método, es necesario tener por lo menos,
un porcentaje intermedio de efecto observado (valores entre 0 y 100% de
efecto).

e Método de Spearman -Karber (no paramétrico): Es un método
aproximado, no paramétrico, que proporciona una buena estimacion de la
media y la desviacion estandar. Si la distribucion es simétrica, se obtiene una

estimacion de la concentracion total mediana (CLsp). (Lépez, 2009)

Los Metodo gréfico, Probit, de Reed Muench y ANOVA se describen mas

ampliamente en los siguientes numerales:
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5.12.3.1.1.  Metodo gréfico:

(Bernal & Rojas, 2007) Explica que: En este método, se parte de los datos
obtenidos en las pruebas de toxicidad aguda, y utilizando papel logaritmico se
grafican en el eje de las X las concentraciones (mg/L) y en el eje de las Y el
porcentaje de mortalidad. Se colocan los puntos de los porcentajes de mortalidad
observados (en escala lineal) en funcién de las concentraciones probadas (en escala
logaritmica); se conectan los puntos obtenidos més cercanos al 50% del efecto
observado, 0 sea, a la mayor concentracion que no causa efecto toxico y a la menor
concentracion que causa efecto toxico. A partir de la recta trazada, se obtiene el
punto de corte correspondiente al 50% del efecto observado. Este valor corresponde a
la CLsp del estimulo o agente estudiado. Cuando no se logra hacer un ajuste adecuado

de los datos, se pueden utilizar otros métodos para hacer las estimaciones de CLso.
5.12.3.1.2. Método Prébit

Consiste en la aplicacion de correlaciones estadisticas para estimar las
consecuencias desfavorables sobre una poblacién a los fendmenos fisicos peligrosos;
nos da una relacién entre la funciéon de probabilidad y una determinada carga de

exposicion.

Este método constituye una alternativa log-lineal que maneja conjuntos de datos
con variable dependiente categérica. Este modelo es empleado para analizar datos
del tipo dosis respuesta. Ya que los datos obtenidos de un bioensayo son diferentes a
los ensayos de campo y no se analizan con la metodologia estadistica tradicional
sino que se utiliza la estadistica cuantal, caracterizada por la respuesta a un estimulo

de n unidades experimentales, donde r unidades responden y n - r no lo hacen.

El modelo matematico en un experimento tipico de pruebas de toxicidad tiene la

siguiente situacion:

e Concentracién de la sustancia o dosis (d).
e Numero de individuos (n).
e NuUmero de organismos muertos o afectados (r).

e Porcentaje de efecto (p).
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p= (%) « 100

El objetivo del andlisis es evaluar el nivel de estimulo necesario en la obtencion

de una respuesta en un grupo de individuos de la poblacién.

El nivel de estimulo que causa una respuesta en el 50% de los individuos de una
poblacion bajo estudio es un importante parametro de caracterizacion denotado como
DLso por dosis letal media (o DEsg por dosis efectiva media, CLsp por concentracion
letal media, CEsp por concentracion efectiva media y Ltm por limite de tolerancia
media). El periodo de tiempo durante el cual se expone el estimulo debe ser
especificado, por ejemplo, 24 horas DLsg, esto con el fin comparar y estimar la
potencia relativa del estimulo. (GUIAR, 1999)

La representacion grafica de p vs. d, o relacion dosis-respuesta, genera una curva
parabdlica que muchas veces presenta dificultades en la construccion de un modelo
lineal. Una forma de abordar este problema es transformando d a una escala
logaritmica (X = log10 (d)); de esta manera la distribucion de p vs. X sera de tipo

normal.

Después mediante las tablas de Probit se transforma p (porcentaje de efecto) a
unidades Probit (buscando en una tabla de distribucion normal el valor de z
correspondiente a una probabilidad acumulada igual a p y sumandole a continuacién
cinco unidades), obteniéndose una distribucion de puntos en un sistema bivariado de
tipo lineal, los cuales se procesan segun un analisis de regresion tipico. Enfatizando
que el Probit es una transformacion sobre la tasa de efecto (p), y la ecuacién

generada es de la forma:
y=ax+b
Donde:

e y (expresado en unidades Probit) =z + 5

e ay bson los estimadores de los parametros de la recta de regresion.

Asi, cuando p= 50% entonces
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y =5, por lo tanto:
Xs= log1g CLso, entonces CLso = 10°

Para facilitar los célculos, simplemente se puede usar un software como el
suministrado por la US Environmental Protection Agency (US EPA): Probit Analysis
Program, El procedimiento Probit permite encontrar estimadores m-verosimiles de
parametros de regresion y de tasas naturales (por ejemplo, tasas de mortalidad) de
respuesta para ensayos biolégicos, analizando porcentajes de efecto vs. dosis dentro
del marco de la regresion.

5.12.3.1.3.  Meétodo de Reed y Muench

El Método de Reed y Muench es el procedimiento empleado para calcular puntos
finales de 50%, como parte de pruebas de neutralizacién cuantitativa. La distancia en
la cual se encuentran el punto final de 50% se obtiene mediante el % mortalidad
mayor de 50%-50% sobre % de mortalidad mayor de 50% menos % de mortalidad
menor de 50%. Entonces el logaritmo negativo DLsg seré igual al Log negativo de la
dilucion mayor al 50% de mortalidad més la distancia proporcional, (Cyclopedia.net,
2004).

Segun (Davis, Dulbecco, Einten, Ginsberg, 1990), Se basa en la suposicion de que
el nimero de unidades de prueba afectadas varia proporcionalmente al logy de la
dilucion, es decir que a diluciones menores el porcentaje de efecto sera mayor que a
diluciones mayores. Ademas, se supone que en la zona cercana al 50% de Efecto éste
varia linealmente con la dosis. ES muy importante no omitir ninguna dilucién

intermedia.

Su valor estadistico estd dado por el aumento del nimero de repeticiones que se
obtiene por el computo de los valores acumulativos de las respuestas positivas o
negativas, (SENACSA, 2001).

Los resultados se deben expresar de acuerdo al método utilizado y solo podran ser
reproducibles siempre que se emplee el mismo método y el mismo sistema, el que

deberé ser referido en el resultado.
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5.12.3.1.4.  Analisis de varianza (ANOVA): (Lépez, 2009)

En estadistica el analisis de varianza (ANOVA) es una coleccion de modelos
estadisticos y sus procedimientos asociados. Esta prueba esta disefiada para comparar
los resultados obtenidos para un tratamiento en particular contra un control
(tratamiento con dosis cero). Para este tipo de analisis se requiere que el nimero de
réplicas por tratamiento sea superior a tres y que todos los tratamientos tengan el
mismo ndmero de réplicas. En el caso que las réplicas sean menor de tres no se

debera proceder con una prueba hipétesis.

El analisis de varianza parte de algunos supuestos que han de cumplirse:

e Lavariable dependiente debe medirse al menos a nivel de intervalo.
e Independencia de las observaciones.
e Ladistribucion de la variable dependiente debe ser normal.

e Homogeneidad de las varianzas

Los modelos de efectos aleatorios asumen que en un factor se ha considerado tan
solo una muestra de los posibles valores que éste puede tomar, estos modelos se usan
para describir situaciones en que ocurren diferencias incomparables en el material o
grupo experimental. El ejemplo mas simple es el de estimar la media desconocida de
una poblacion compuesta de individuos diferentes y en el que esas diferencias se
mezclan con los errores del instrumento de medicion. La técnica fundamental
consiste en la separacion de la suma de cuadrados (SS, 'sum of squares’) en
componentes relativos a los factores contemplados en el modelo. Como ejemplo, se
muestra el modelo para un ANOVA simplificado con un tipo de factores en

diferentes niveles.
SSTotal = SSError + SSFactores

El nimero de grados de libertad (gl) puede separarse de forma similar y se
corresponde con la forma en que la distribucion chi-cuadrado describe la suma de

cuadrados asociada.

glTotal = glError + glFactores
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6. BENEFICIARIOS

Este trabajo comunitario esta dirigido tanto para los estudiantes y docentes de la
Universidad Técnica de Manabi y se puede incluir a la poblacion de la ciudad de
Portoviejo los beneficiarios son:

6.1. BENEFICIARIOS DIRECTOS

Los ensayos ecotoxicologicos son técnicas de determinacion de toxicidad
mediante la interpretacion dosis- respuesta, en un modelo biolédgico, considerandose
como un instrumento vital para los Docentes y estudiantes de la Carrera de
Ingenieria Quimica de la Universidad Técnica de Manabi permitiéndoles obtener
nuevos conocimientos mediante dichas practicas fortaleciendo las habilidades de
investigacion, buscando nuevos indices de toxicidad de varios compuestos. Y
también apoyando el refuerzo de la teoria obtenida en las aulas de clases con las
practicas de laboratorios en un area que cuente con el equipo necesario para el

desarrollo de las practicas.

A la vez otorga beneficio a los Estudiantes que realizaron el proyecto de
investigacion, debido a la profunda investigacion que conllevo la ejecucién de esta
tesis, se obtuvo nuevos conocimientos abriendo un preambulo en el area de
ecotoxicologia, creando el auge como innovadores en este tema, considerando que se

tiene poca cantidad de informacion desarrollada en el pais.

Para la Universidad ya que este hecho permitira incursionar en el mejoramiento
e innovacion del proceso de investigacion cientifica sobre un tema que cada dia toma
mayor fuerza debido a la importancia ecoldgica que se le brinda a cada proceso y la
necesidad de conocer como afecta al organismo un toxico considerado como

peligroso.
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6.2. BENEFICIARIOS INDIRECTOS

Esta tecnologia implementada beneficia de tal modo a los Estudiantes de la
Facultad de Ciencias Matematicas, Fisicas y Quimicas, procesos académicos
demostrando que se puede realizar una investigacion cientifica con pequefias
aportaciones tecnologicas en un laboratorio, lo cual mejoraria la calidad de

ensefianza y categorizacion de la facultad.

Las autoridades competentes al tema de control ambiental debido a los
resultados obtenidos del problema de la bioacumulacion y biomagnificacion de los
metales pesados considerados tdxicos conoceran los efectos producidos y se podrian
plantear las medidas que pueden dar solucién al problema planteado en nuevos

estudios muchos mas profundos.

La poblacién de la ciudad de Portoviejo ya que con este tipo de ensayos se
puede conocer de forma mas extensa los efectos que causa un toxico en el ambiente,
llevando en nuevas investigaciones usando variables con nuevos patrones este
ensayo propuesto hacia las normas de calidad ambiental en los recursos tales como

agua, suelo y aire.
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7.  METODOLOGIA

Con el fin de lograr los objetivos propuestos en esta investigacion, se utilizo
un enfoque cuantitativo, debido a que se conoce la realidad del contexto a
investigar, se tiene una comprension de los hechos y control sobre el objeto de

estudio.
7.1. TIPO DE INVESTIGACION

Se desarrollé un trabajo de tipo descriptivo y correlacional con disefio

experimental mediante ensayos.

Los estudios ecotoxicoldgicos complementan los resultados de los parametros
fisicos-quimicos, y biologicos. En la presente investigacion se realizaron ensayos
ecotoxicolégicos ex situ de toxicidad aguda y el parametro empleado es la
concentracion letal media (CLsp) la cual sefiala la concentracion (en este caso
dilucion de la muestra) que ocasiona la mortalidad del 50% de la poblacion expuesta

al contaminante.

7.2. METODOS

Dentro de los diferentes métodos que se utilizaron para la ejecucion de la

investigacion se encuentran:

e Meétodo inductivo: Se realizé un analisis de la aplicacion de la tecnologia a
desarrollar para determinar el modelo bioldgico 6ptimo que se utilizé para

los ensayos ecotoxicoldgicos.

e Bioensayos ecotoxicologicos: Para determinar la posible toxicidad de
sustancias patrones como el dicromato de potasio se realizaron ensayos
ecotoxicoldgico en biomodelos experimentales (Artemia Salina) de acuerdo a

los puntos criticos determinados para el contaminante.

e Meétodos estadisticos: Para tabular, presentar e interpretar los datos surgidos

de la investigacion, se emplearon, los métodos de recoleccidn, descripcion,
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visualizacion y resumen de datos originados a partir de los fenémenos de
estudio. Los datos después de ser procesados, fueron presentados en forma de
tablas y graficos mediante la utilizacion del Microsoft Excel 2013 por
diferentes métodos como el Probit, de estimacion gréafica y el de Reed
Muench, también se empleo el software para la determinacion de la CLsp con
el método Probit dado por la EPA; ademas se compararon los resultados
obtenidos como CLsp utilizando un andlisis de varianza (ANOVA), con un
nivel de significacion del 0,05 y un nivel de confianza del 95%, empleando el

software estadistico Statagraphic.
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7.3. DISENO EXPERIMENTAL — METODOLOGIA
DIAGRAMA N° 1

Obtencidn de
quistes de
Artemia Salina.

Preparacion de
Agua Salada.

Montaje de
dispositivo de
incubacion.

Incubacién de 24
horas a una
temperatura de
26-28 °C.

Elaborado por: Autores de la Tesis

Se agregd6 volumen
de agua salada
necesaria para

completar 10 ml

Se coloco 10
nauplios de Artemia
Salina por cada caja

Petri, evitando
agregar demasiada
agua de mar.

Se realizaron las
pruebas con
Dicromato de
Potasio a diferentes
concentraciones.

Se colocé un
volumen de
disolucion de agua
salada en una caja
Petri y se observo la
reproduccion de la
Artemia.

Se observo el
movimiento de los
organismos por
unos minutos.

24 horas después se
observé y
contabilizaron los
nauplios de Artemia
Salina expuestos

Se consideraron
vivos a los que
presentaron
movimientos y
muertos a los que
permanecieron
inmoviles.
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7.4. ENSAYO

7.4.1. PROCEDIMIENTO DE ESTERILIZACION

Para los ensayos se adquirio en una tienda los huevecillos o quistes de Artemia
Salina contenidos en un recipiente cerrado al vacio, por lo cual, se dedujo que poseia
un nivel de asepsia ideal, una vez abierto el recipiente, como regla primordial se los
debe mantener en un lugar fresco y aislado de algun posible contaminante y de la luz,
cuya razon es la sensibilidad que posee la Artemia a estos factores y al empleo que se

les va a dar.

En nuestro caso el excedente una vez abierta la lata de origen, se lo guard6 en
recipientes de vidrios ambar debidamente cerrados, para que no reciban luz, en un
lugar seco y fresco. Cabe recalcar que para la incubacion y eclosion de los quistes de
Artemia es necesario que todos los aparatos y materiales a utilizar deben estar
previamente esterilizados para evitar presencia de agentes contaminante, este proceso
se lo llevo a cabo con la ayuda de la luz ultravioleta de la camara de flujo durante
aproximadamente 15 min. Las cajas Petri no fueron necesarias esterilizarlas debido a
que se emplearon cajas nuevas que se adquirieron para la implementacion del

laboratorio.

7.4.2. PREPARACION DE AGUA DE DILUCION Y MEDIO DE
ECLOSION DE LOS QUISTES

7.4.2.1. Preparacion de agua salada medio de eclosién de los quistes de

Artemia Salina

Como ya se mencion0 en la literatura referencial las Artemias salinas crecen y
necesitan para su desarrollo un medio salino, por lo tanto se procedio a la
preparacion de la solucion de 1 litro de agua de mar (artificial) con una salinidad
comun del agua marina (26g/L). Empleando NaCl (sal comun) y agua destilada. La
solucién de agua salada fue utilizada para medio de eclosion de los quistes y como
medio de dilucion para las variadas series de disoluciones de las sustancias

experimentales.
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Para el caso de la primera incubacion se empleé la sal comercial, tomando
aproximadamente 15.25 gr y se diluyo con 100 ml de agua destilada, posteriormente
se llevé a un baldn volumétrico de 1 litro con aproximadamente 500ml de agua
destilada, obteniéndose en total 600ml de agua salada la cual se empleé como medio
de eclosién de los quistes de Artemia salina.

. . gr soluto
%concentracion masica= W
15.25
%concentracion masica = WOOQZ = 25.42 gr/l

Para el agua empleada en la dilucion para las diversas concentraciones de la
sustancia experimental y segunda reproduccion de las Artemias, se prepar6 de la
misma manera un litro de agua salada, en este caso empleando sal en grano sin
procesar, la cual previa trituracion y esterilizacion con luz ultra violeta, se peso
25.015 gr los cuales se diluyeron con 100 ml de agua destilada pasandolos a un
matraz aforado de 1000 ml llevandolo hasta su capacidad de aforo.

25.015¢g

Yconcentracion masica = —————= 25.015 gr/l

Se debe recalcar que se tomaron parametros fisicos para compararlos con los
indicados como 6ptimos para el crecimiento de Artemias, como el pH y temperatura
de cada una de las diluciones los cuales se acercaban a los necesitados y se detallan
en la siguiente tabla:

TABLA N° 13

Parametros fisicos de las disoluciones de agua salada.

DISOLUCION TEMPERATURA pH
Disolucion con sal comercial 28 °C 7.2
Disolucion con sal en grano 28 °C 6.7

Fuente: datos obtenidos en el laboratorio
Elaborado por: Autores de la tesis
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74.2.2. Montaje de dispositivo de incubacion

En cdmara de flujo se encontraban todos los aparatos y materiales ya esterilizados
previamente. El eclosionador fue adquirido en una tienda de mascotas, ya que era
necesario un contenedor oscuro con algunos orificios; uno para la dosificacion del

aire y otro para la entrada de la luz.

Se procedi6 entonces a colocar una manguera desde la bomba de aireacion hacia
la caja eclosionadora, revisando la dosificacion continua de aire para comprobar que
todo funcione perfectamente, luego se observaron las condiciones de luz y
temperatura que no se presenten alteracion alguna. Una vez hecho este proceso se da

paso a la eclosion de los quistes.

7.4.2.3. Eclosion de los Quistes

La eclosion de los quistes se inicid 24 horas antes de iniciar las pruebas de

toxicidad en A. salina. Se siguieron los siguientes pasos:

e Preparacion del medio y montaje del equipo

e Aireado del medio de dilucién que se utiliz6 para la eclosion con bomba de
aire empleada en acuarios.

e Llenado del eclosionador hasta el nivel marcado 600 ml con la solucion
salada antes preparada.

e Vertido del contenido pesando en la balanza de quistes de Artemia salina,
0,2852gr (cantidad de medidor incluido en lata de quistes), primera
reproduccion; 0.0971 gr de quistes para la segunda reproduccion.

e Se tapa el eclosionador para mantener la oscuridad necesaria dejando que
por el unico orificio entre la dosificacion de luz fluorescente de la camara
por las 24 horas necesarias.

e Dejarlo por 24 horas a una temperatura de aproximadamente entre 26 y 28

°C y aireacion continua.
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DIAGRAMA N° 2

Proceso de eclosion de los quistes de Artemia Salina

T° 26-28 °C
dRZ%ISIelnte 10 individuos
e 6lUmi. de Artemia salina
Airear lera= 75%
minimo 24 2da=55%
horas antes de
eclosion
Agua salada 26

g/L aproximadamente

Pesado de quistes), primera
reproduccion; 0.0971 gr para la
segunda reproduccion.

Elaborado por: Autores de la tesis.

Se debe tener en cuenta que los huevos no eclosionados usualmente se sientan al
fondo y las capsulas vacias flotan en la superficie del agua. Las Artemias vivas son
atraidas por la luz la cual permite juntarlas en un lugar usando un punto de luz para

recogerlas después para el ensayo.

7.4.2.4. Observacion del porcentaje de reproduccion de la Artemia salina

después de su eclosion.

Despues de las 24 horas de que los quistes de Artemia Salina han eclosionado, se
procede a tomar un determinado volumen (7ml en nuestro caso) con una pipeta
serologica de agua salada donde se encuentran las Artemias contenida en un matraz,

traspasadas anteriormente del equipo de incubacion, llevandolo a una caja Petri para
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observar la cantidad de nauplios de Artemias vivas y determinar un porcentaje
promedio de reproduccion, el cual indicara si las condiciones de incubacion y
reproduccion fueron optimas, en el caso de que el porcentaje resultara minimo se
deben revisar tanto las condiciones de temperatura, pH, aireacion y luz, como el agua
salada preparada, para realizar una nueva eclosion de los quistes hasta que se
considere favorable el indice reproduccion de la Artemia salina para realizar los

ensayos de toxicidad posteriormente.

De la primera solucion empleada de agua salada con la concentracion de 25.41
gr/l empleando sal comercial (sal yodada) para la primera reproduccién empleando
0.28 gr de quistes de Artemia en 600 ml de agua salada después de las 24 horas se
tomd una muestra de 7 ml correspondiente al 1.16% del total de la muestra, se

encontraron los siguientes datos que se ven en la tabla:

TABLAN° 14

Valores promedio de la primera reproduccion de nauplios vivos de Artemia
salina observados

Nauplios de
Observaciones | Artemias
vivas
1 92
2 83
3 88
Promedio 87,67

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

87.67

% de Artemias vivas = Tic = 75.57%

Correspondiente al 75.57 % de Artemias vivas, superando al 50% de su totalidad
por lo cual se la considera aceptable el medio de reproduccién considerando que se

empled sal yodada.

En la segunda reproduccion se empled sal en grano con una concentracion de
25.015gr/l se llevaron a eclosionar 0.0971 gr de quistes de Artemia en la misma
cantidad de agua salada 600 ml (medida tope del eclosionador), después de las 24

horas se tom6 una muestra de 10 ml desde el equipo de incubacién directamente, con
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una pipeta esterilizada hacia una caja Petri , correspondiente al 1.67% de la muestra
total y se procedio a la observacion y conteo de los nauplios de Artemias como se

detalla en la siguiente tabla:

TABLA N° 15

Valores promedio de la segunda reproduccion de nauplios vivos de Artemia
salina observados

Nauplios de
Observaciones | Artemias
vivas
1 89
2 90
3 92
Promedio 90,33

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

Por lo tanto de acuerdo a la siguiente ecuacion se determina que la tasa de

reproduccion es la siguiente:

o 90.33
% de Artemias vivas = Te7 =54.57%

Por lo tanto su tasa de reproduccion es de 54.57% mucho menor a la anterior pero
también se considera que se tomaron menos gramos de quistes de Artemia salina
para un mismo volumen, por lo cual no es muy significativa la diferencia, tomando al

medio de reproduccion como éptimo, para su desarrollo.

De tal manera se eligié emplear las Artemias de la primera reproduccién para los
ensayos posteriores y como sustancia para complemento para las diferentes

disoluciones el agua salada de la segunda reproduccion.

7.4.3. PREPARACION DE LA SERIE DE DILUCION DE LA
SUSTANCIA (TOXICO), LLENADO DE PLACAS

Las soluciones para las pruebas de toxicidad fueron preparadas con agua salada, a
excepcion de la solucion madre del toxico de referencia la cual fue preparada con

agua destilada cuyo valores de TDS mostraron su nivel de pureza (0.00 ppm).
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Los ensayos se realizaron con cuatro concentraciones distintas expresadas en
partes por millon (ppm) de la sustancia toxica y otra de control por triplicado
obteniendo el test definitivo, teniendo en cuenta que en la literatura se indican como

minimo dos replicas, 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 viera
alterada, para evitar la mortandad de los organismos a prueba debido al cambio de

temperatura de la misma.
7.4.3.1.  Preparacion de solucién madre de Dicromato de potasio (K,Cr,07)

Para realizar pruebas de toxicidad con dicromato de potasio (K,Cr,0;), antes de
preparar las diferentes concentraciones se cred una solucion 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 manipulacién indicadas en la etiqueta marca MERCK.

e Se determina mediante célculos los gramos necesario para tener una

concentracion de 100 ppm la cual es la siguiente

Img  1mg 100mg
11~ 1000ml ~

m
1ppm=7g=

Pero solo se requiere la preparacion de 50 ml debido a que no se necesitara

grandes cantidades para el ensayo.

100mg * 50ml
1000ml

e Por lo tanto una vez calculado los gramos necesarios para tal concentracion,

Xmg = = 5mg de K,Cr,0-

se pesaran aproximadamente 5 mg de K,Cr,O; para obtener una
concentracion de 100 ppm. En nuestro caso se peso 5.25 mg de K,Cr,0; con

ayuda de la balanza analitica digital del laboratorio.
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e Después de pesar se diluyé en un vaso de precipitacion en 10 ml de agua

destilada traspasando su contenido a un matraz aforado hasta los 50 ml con

agua destilada.
e Se dejo reposar un momento para luego proceder a hacer las diferentes

diluciones con variadas concentraciones.
A continuacion se hace énfasis a lo expuesto en un esquema:

ESQUEMA N° 1

Preparacion de Solucion Madre de Dicromato de Potasio (K,Cr,07)

K:Cr207

= ]

50

Balon aforado 50ml Solucion : =
Solucion Estdndar (K:Lr205) 100ppm  probets de SOml
Agua Destilada

iteactivo K (05

Balanza Analitica

Elaborado por: Autores de la tesis.

7.4.3.2.  Preparacion de soluciones a partir de la solucion madre de

Dicromato de potasio (K,Cr,07)

Con la solucion Madre de 100 ppm se procedio a calcular las diferentes

concentraciones volumétricamente, de acuerdo a la siguiente ecuacion:
VixCi=V2%C(;
Donde:

V, = Volumen a preparar (capacidad del balén 50 ml).

C, = Concentracion a trabajar.
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V1 = Volumen a Calcular.

C,= Concentracién Solucién Patron

Despejando la ecuacion anterior para determinar el volumen necesario para

obtener la concentracion deseada nos queda:

Vy *x C;
V,= —=
1 C,
7.4.3.2.1. Solucion de 5ppm a partir de la solucion madre de Dicromato de
potasio (K2Cr,0y7)
e Se calcula con la formula anterior el volumen requerido de la solucion madre
el cual es:
50ml * 5ppm
= PP s
100ppm

e Una vez determinado el volumen con ayuda de una pipeta seroldgica,
previamente esterilizada y una pera de succion se extraen los 2.5 ml de la
solucién madre de dicromato ya preparada.

e EIl volumen anterior se lo diluye completando los 50 ml con agua salada con
las condiciones mencionadas anteriormente, para mantener una concentracion

de 5ppm. Ver el siguiente esquema:
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ESQUEMA N° 2

Solucion de 5 ppm a partir de la Solucion Madre de Dicromato de Potasio

l 2.5 ml K,Cry0Oy l S50 ml Agua Salada l
al l"
—
Solucldn Estdndar (K,Cry0y) Solucidon A (S ppm) Agua Salada
100 ppm
Elaborado por: Autores de la tesis.
7.4.3.2.2. Solucién de 10 ppm a partir de la solucion madre de Dicromato de

potasio (K2Cr,0y7)
Se calcula con la formula anterior el volumen requerido de la solucién madre

el cual es:

_ 50ml+10ppm

V= 5ml
! 100 ppm m

Una vez calculado el volumen, con ayuda de una pipeta seroldgica,
previamente esterilizada y una pera de succion se extraen los 5 ml de la
solucion madre de dicromato preparada anteriormente.

Se lleva a aforar con agua salada preparada con las condiciones mencionadas

anteriormente hasta los 50 ml, para mantener una concentracion de 10 ppm.

Ver el siguiente esquema:
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ESQUEMA N° 3
Solucion de 10 ppm a partir de la Solucion Madre de Dicromato de Potasio

5 ml KxCr,05 l 50 ml Agua Salada
& +
1
=
%
:-x
>
- S
Solucién Estandar (K,Cr.0-) Solucién A (10 ppm) Agua Salada
100 ppm
Elaborado por: Autores de la tesis.
7.4.3.2.3. Solucién de 15 ppm a partir de la solucion madre de Dicromato de

potasio (K,Cr,0y)
e Se calcula con la formula anterior el volumen requerido de la solucion madre

el cual es:

50ml * 15
= 2O PP s

100 ppm

e Ya calculado el volumen necesario de forma analitica, con ayuda de una
pipeta seroldgica, previamente esterilizada y una pera de succion se extraen
los 7.5 ml de la solucion madre de dicromato preparada anteriormente.

e Se llena con agua salada preparada con las condiciones mencionadas
anteriormente hasta los 50 ml, para mantener una concentracion de 15 ppm.

Ver el siguiente esquema:
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ESQUEMA N° 4
Solucion de 15 ppm a partir de la Solucion Madre de Dicromato de Potasio

7,5 ml K,Cr,05 l 50 ml Agua Salada
g H
| B |
=
s
=
=x
=
=
Ve ma
e
Solucion Estandar (K;Cr,05) Solucién A (15 ppm) Agua Salada
100ppm
Elaborado por: Autores de la tesis.
7.4.3.2.4. Solucion de 20 ppm a partir de la solucion madre de Dicromato de

potasio (K2Cr,0y)
e Se calcula con la formula anterior el volumen requerido de la solucién madre
el cual es:

_ 50ml x 20 ppm

L= =10 ml

100 ppm

e Analiticamente determinado el volumen necesario para la concentracion
deseada, empleando una pipeta serologica, previamente esterilizada y una
pera de succion se extraen los 10 ml de la solucion madre de dicromato
preparada anteriormente.

e Se llena con agua salada preparada con las condiciones mencionadas
anteriormente hasta los 50 ml, para mantener una concentracion de 20 ppm.

Ver el siguiente esquema:
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ESQUEMA N° 5
Solucion de 20 ppm a partir de la Solucion Madre de Dicromato de Potasio

10 ml K-Cr205 l 50 ml Agua Salada
- | +
i 133
=
=
=
e
Solucién Estandar (KCr.05) Solucién A (20 ppm) Agua Salada
100 ppm

Elaborado por: Autores de la tesis.

7.4.4. PRUEBAS DE TOXICIDAD

Las pruebas de toxicidad fueron realizadas basadas en PROTOCOLOS ya
establecidos por diferentes estudios de universidades de cuba, y organizaciones como
la USEPA OECD, el cual tiene como objetivo determinar la concentracion CLsy de

una sustancia pura como agente toxico, con relacién a la dosis tiempo.

El principio de la prueba de toxicidad se basa en la determinacion de la
concentracion que causa la muerte 50% de las larvas de Artemia en 24 horas bajo las
condiciones descritas por este procedimiento. Esta concentracion es conocida como
LCso. Y como ya se ha mencionado anteriormente deben llevarse a cabo empleando
un variado rango de concentraciones con el fin de establecer el 0 y 100% de
mortalidad del toxico sobre los organismos utilizados; que permitiran la obtencion de

las respectivas CLsp.

En las pruebas se utilizaron diez (10) organismos (Artemia Salina < 24 h de
nacidas) por recipiente, basdndose en los protocolos establecidos, placas de cuatro

concentraciones mas el blanco o control negativo y tres réplicas por ensayo con un
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total de 15 recipientes para el ensayo toxicolégico, 150 organismos por
concentracion, como se muestra en el esquema siguiente:
ESQUEMA N° 6

Representacion del ensayo por cada concentracion y cada replica

R1

REPLICAS < RZ

Jld K

R3

BLAMCO COMNCENTRACIONMNES

s
dde
dde
ddie

TN

Elaborado por: Autores de la tesis.

A continuacion se explica mas detalladamente el proceso

1. Para el llenado de placas con diferentes soluciones como ya se puntualizé se
utiliza 15 cajas Petri en total. Las 3 primeras son de “control” utilizando
simplemente una solucion de agua con sal 9 ml, sin reactivo, la cual también
se denomina como blanco. Luego se preparan 3 cajas Petri con 9 ml de
dicromato de Potasio a 5 ppm. Tres mas con 9 ml de la solucion a 10 ppm, 3
placas méas con 9 ml de la solucion a 15 ppm y finalmente 3 placas con 9 ml a
20 ppm. Se debe tener en cuenta que para cada llenado de cajas Petri se puede
emplear la misma pipeta teniendo en cuenta que se va de menor a mayor
concentracion, por lo cual no existe posibilidad de alguna alteracion. Se
rotula cada una de las placas indicando la concentracidon, para evitar
confusiones futuras que afecten el resultado final.

2. Para Transferencia de nauplios de Artemias primero se toma una muestra del
eclosionador unos 20 ml aproximados en una caja Petri, luego se las expone
a la luz para que se congreguen en un solo lugar y su recoleccion sea mucho

mas facil, para ello se debe tener en cuenta que se emplean nauplios en fase |
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con apenas 24 horas desde su eclosion, para su recoleccidon se utilizaron
micro pipetas de 5 a 20 (. Teniendo en cuenta de un minimo de 10 nauplios
de Artemia Salina por caja Petri.

Para el traspaso de las Artemias el empleo de las micro pipetas, puede
ejecutarse de forma variada, en nuestro caso, no siempre se pipeteaba el
mismo numero de veces, habia ocasiones que con una pipeteada solo salia 1
Artemia, en otras 2, en otras 3 y asi sucesivamente, por lo tanto era necesario
ir contando las veces que se pipeteaba hasta obtener mas de 10 Artemias en
las cajas Petri. Ya que cada micro pipeteada correspondia a 0.1 ml de
solucidn salina con la que se completaba los 9 ml para obtener 10 ml en cada
placa. Por ejemplo cuando habian 6 pipeteadas para un minimo de 10
nauplios de Artemias, queria decir que iban 0,6 ml de solucion, entonces al
final se le completaba con 0,4 ml regulando el valor en la micro pipeta para
Ilegar a 1 ml que era lo que nos faltaba.

Se observa el movimiento de los organismos por unos minutos. Una vez que
todas las cajas Petri se encuentren con sus respectivas concentraciones y con
la minima cantidad de 10 Artemias se observaba el movimiento de ellas. Para
comprobar que todas las Artemias se encuentren vivas.

Se dejan por un lapso de 24 horas en un ambiente con la mayor asepsia
posible.

Al termino de las 24 horas se realiza el conteo de los nauplios de Artemia
salina que sobrevivieron en cada caja Petri, con diferentes concentraciones
incluido la placa control, haciéndolo para cada replica, registrandose el
namero de nauplios de Artemia muertas. Las larvas son consideradas muertas
si no muestran movimiento después de 10 segundos de observacion y con
efectos subletales aquellas que presentan movimientos leves o problemas al
nadar. Observando y tomando nota también esto para realizar posteriormente
los respectivos célculos de CLsy.

Si es posible realizar la observacion con ayuda del microscopio para notar la
diferencia en el movimiento de una Artemia sin exposicion al quimico y otra

expuesta al toxico.
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Se debe tener en cuenta que las concentraciones ensayadas de las muestras
examinadas diluidas en agua salada deben tener las mismas caracteristicas para cada
replica y concentracion. Los 9 ml de solucién de prueba es colocada dentro de una
caja Petri con didmetro de 60 mm. Las muestras son analizadas en 2 — 3 replicas.
Para evitar contaminacion se debe cubrir las placas. El ensayo se realiza sin
aireacion ni alimentacion. La temperatura de la solucion debe estar en un rango de 25
- 28°C. EIl ensayo es por lo tanto enfocado en la mortalidad de la Artemia salina

versus la concentracién del toxico en el tiempo.
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DIAGRAMA N° 3

Sintesis del proceso de en los ensayos ecotoxicologicos realizadas.
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7.5. METODOLOGIA DE LOS ANALISIS ESTADISTICOS

7.5.1. METODO PROBIT

Para el célculo de la CLsy por este método es necesario contar, por lo menos, con

dos porcentajes intermedios del efecto esperado (valores entre 0 y 100%).

Con los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad aguda con Artemia
Salina se debe construir una tabla que contenga los siguientes datos:

e Concentracién de la sustancia ensayada en %
e Numero de organismos muertos en cada concentracion (r).
e Numero de organismos en cada concentracion

e Porcentaje de mortalidad en cada concentracion (P).
En una siguiente tabla se deben obtener los siguientes datos

A partir de la concentracion de la sustancia ensayada se obtiene el logaritmo en
base 10 de las concentraciones (x), luego con el porcentaje de mortalidad se lo lleva
a la forma decimal del valor numérico, con la cual obtenemos la distribucién normal
estandar individual o probabilidad de cada resultado, a la cual debido a la férmula

establecida se suman 5 unidades para obtener el nimero Probit.

Para el grafico en el eje de las abscisas va el valor de logaritmo de la
concentracion en base diez, y en el ejes de las ordenadas contiene el valor del
numero Probit, del cual se obtiene un gréafico lineal, aplicando la regresion lineal se
obtiene la ecuacion de la recta en la cual conocemos los valor de intercepcién y la

pendiente los mismos que nos sirven para el reemplazo en la ecuacion:
y=ax+b

Teniendo los valores de ay b, y dado que Probit 50 es y=5, una vez la ecuacion al
despejar x queda de la siguiente manera

l _5-b
0gx = —
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Quedando finalmente 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 facil y exacta se emple6 también software como el suministrado
por la US Environmental Protection Agency (US EPA): Probit Analysis Program, en
el cual solamente se ingresan los datos acumulados de Artemias expuestas y muertas

a cada concentracion utilizada.

7.5.2. METODO DE REED MUENCH

Cabe recalcar que el Método de Reed Muench se subdivide en dos: el primero,
cuando se trabaja con valores corregidos acumulados y el segundo, cuando se trabaja

con valores corregidos sin acumular.

7.5.2.1. Método Reed Muench - con valores corregidos acumulados.

Para poder calcular la CLsp mediante éste método, es necesario primero relacionar
los resultados obtenidos y mediante una grafica poder observar si el valor de CLs
que se busca se acerca a la realidad, es decir al ya establecido en bioensayos
anteriores (el cual es de 12,5 ppm K,Cr,0y).

Luego de ello se aplica el modelo matematico expresado en la siguiente ecuacion:
log CL50 = Log dosis inferior + B x Log A
Descripcion del Método:

Se realiza un cuadro para calcular los porcentajes de muerte con valores
acumulados corregidos. ¢(Como se lo hace?; Primero, en una tabla se anotan las
Artemias muertas, con efecto subletales y vivas para cada concentracion empleada
sin excluir el grupo control; considerando al final un total de Artemias empleadas

para cada concentracion.

Luego se procede a realizar otra tabla, en la que debe constar el total de Artemias
y asi mismo el total de muertas y de vivas (incluyendo aqui las que tuvieron un

efecto subletal). A continuacion se calculan las Artemias muertas acumuladas y las
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Artemias vivas acumuladas. Para el caso de las muertas se las va sumando
normalmente es decir de principio a fin; mientras que para las vivas acumuladas se
hace un conteo desde el final al principio. Una vez calculadas se hace una suma total,
la cual se considera total acumuladas (muertas y vivas acumuladas). Entonces se
procede a calcular el porcentaje de muertas acumuladas, para ello se utiliza la
relacién entre muertas acumuladas y total acumuladas multiplicAndose por 100. Ya
una vez obtenido el porcentaje de muertas acumuladas se le hace la respectiva

correccion, aplicando la siguiente formula:

% muertas acum — % muertas acum menor

% muertas acum correg =
9 100 — % muertas acum menor

Asi, se va a obtener el porcentaje de muertas acumuladas corregido. Se procede a
realizar la grafica, para ello se utiliza los valores de concentraciones (0, 5, 10, 15, 20)
y también los valores obtenidos de porcentajes de muertas acumuladas corregido,

respectivamente.
Se grafica la curva para conocer si se esta aproximando la CLs al valor real.

Luego de ello se procede al calculo matematico para encontrar la CL50, para ello

se utiliza la formula ya detallada anteriormente:
log CL50 = Log dosis inferior + Bx Log A

Si bien, se observa el valor de dos constantes que son A y B, los cuales se los

puede calcular mediante formulas, para el caso de A, se tiene:
A = dosis superior/dosis inferior

En ésta investigacion, se sabe que el valor de dosis superior es de 20, mientras que

el valor de dosis inferior es 5; por lo tanto la constante A sera de 4.
Para encontrar B, se expresa la formula:

B = (50 — %inferior)/(Ysuperior — %inferior)
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En cuanto a la ecuacion, el % inferior se refiere al menor valor de porcentaje de
muertas acumuladas corregido, mientras que el % superior se refiere al mayor valor

de porcentaje de muertas acumuladas corregido.

Entonces una vez obtenidas las constantes, se puede proceder a calcular la CLs.

7.5.2.2. Método Reed Muench - Con valores corregidos sin acumular.

Al igual que el método anterior, que utiliza valores acumulados corregidos, en
éste también es necesario primero relacionar los resultados obtenidos y mediante una
grafica poder observar si el valor de CLsp que se busca se acerca a la realidad, es

decir al ya establecido en bioensayos anteriores (el cual es de 12,5 ppm K,Cr,05).
Luego de ello se aplica el modelo matematico expresado en la siguiente ecuacion:
log CL50 = Log dosis inferior + B x Log A
Descripcion del Método:

Se realiza un cuadro para calcular los porcentajes de muerte con valores
acumulados corregidos. (Coémo se lo hace?; Primero, en una tabla se anotan las
Artemias muertas, con efecto subletales y vivas para cada concentracion empleada
sin excluir el grupo control; considerando al final un total de Artemias empleadas

para cada concentracion.

Luego se procede a realizar otra tabla, en la que debe constar el total de Artemias
y asi mismo el total de muertas y de vivas (incluyendo aqui las que tuvieron un
efecto subletal). A continuacion se calcula el porcentaje de Artemias muertas, se lo
hace simplemente relacionando las Artemias muertas en cada concentracion y el total
de Artemias expuestas en cada concentracion, multiplicandolo por 100. A ese
porcentaje de muertas, se le hace la debida correccion, aplicando la siguiente

férmula;

Y%muertas — % muertas menor

0% muertas correg =
9 100 — % muertas menor
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Luego que se obtenga el porcentaje de muertas corregido, se procede a realizar la
gréfica; para ello se utiliza los valores de concentraciones (0, 5, 10, 15, 20) y también

los valores obtenidos de porcentajes de muertas corregido.
Se grafica la curva para conocer si se esta aproximando la CLs al valor real.

Luego de ello se procede al calculo matematico para encontrar la CL50, para ello

se utiliza la formula ya detallada anteriormente:
log CL50 = Log dosis inferior + Bx Log A

Si bien, se observa el valor de dos constantes que son A y B, los cuales se los

puede calcular mediante formulas, para el caso de A, se tiene:
A = dosis superior/dosis inferior

En ésta investigacion, se sabe que el valor de dosis superior es de 20, mientras que
el valor de dosis inferior es 5; por lo tanto la constante A seré de 4.

Para encontrar B, se expresa la férmula:
B = (50 — %inferior)/(Ysuperior — %inferior)

En cuanto a esta ecuacion, el % inferior se refiere al menor valor de porcentaje de
muertas corregido, mientras que el % superior se refiere al mayor valor de

porcentaje de muertas corregido.

Entonces una vez obtenidas las constantes, se puede proceder a calcular la CLs.

7.5.3. METODO DE ESTIMACION GRAFICA

Para el método de estimacion grafica también se consideran los valores o
resultados obtenidos durante la practica. Para ello se realiza una tabla con los
siguientes parametros: diferentes concentraciones de Dicromato de Potasio utilizadas
en el bioensayo (5, 10, 15y 20 ppm) sin excluir el grupo control, también el nimero
de Artemias expuestas a cada concentracion, luego el nimero de Artemias vivas

obtenidas al final del ensayo en cada concentracion y por ende el valor de Artemias
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muertas; ya con esos datos se procede a calcular el porcentaje de mortalidad en cada

concentracion.

Para realizar el gréfico que nos va a indicar cudl serd la CLsy que se estd
buscando, se utilizan los valores de las diferentes concentraciones con Sus

respectivos porcentajes de mortalidad.

En el grafico el valor de CLs va a corresponder al que corte la curva graficada,

justamente cuando el eje de las y o sea el porcentaje de mortalidad indique el 50%.

Este método no es tan preciso, debido a que el resultado obtenido depende del
valor que estime el investigador, ya que solo se lo puede apreciar en la grafica, mas
no procede de algin modelo matematico. Sin embargo se lo utiliza para verificar que

los resultados obtenidos no se alejan de la realidad.

75.4. ANALISIS DE LA VARIANZA ANOVA CON
STATGRAPHICS

El analisis 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 respuesta varia en diferentes niveles de cada factor experimental.

El programa Statgraphics con One-Way ANOVA nos permite realizar el anlisis
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. Por ejemplo, supongamos un factor que tiene dos niveles: 0 y 1. Para el
nivel 0 se tienen las observaciones 23, 24, 19 y para el nivel 1 se tienen las
observaciones 15, 21, 38, 33 y 41. Los datos se introducen en el Statgraphics en la

ventana correspondiente a los datos.

Para hacer el andlisis de la varianza nos situamos en Compare/Analysis of

Variance/ One-Way Anova donde la entrada de datos es:
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e Dependent Variable: variable respuesta donde aparecen los datos.

e Factor: se introduce la variable que contiene el codigo 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.

Seleccionando el icono de Tabular Options tenemos las siguientes posibilidades:

Analysis Summnary: proporciona informacion de la variable dependiente y
del factor, asi como del numero de observaciones.

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

ANOVA table: la tabla ANOVA presenta los valores de variabilidad entre y
dentro de grupos. La suma de cuadrados dentro de 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 media. El F-ratio es
el valor de la media de cuadrados entre grupos dividido entre el valor de la
media de cuadrados dentro de grupos. El p-valor indica el nivel de
significatividad (es el area a la derecha del valor F). Para valores pequefios
(menores que 0.05) indica que las medias de las muestras son

significativamente diferentes.

FIGURA N° 14
Ejemplo de Tabla ANOVA

ANOVA Table for capabvane by vanenums

Analysis of Variance

Source SZum of Sguares Of Mean Sguare F-Ratio EB-Value
Between groups 128.4 19 6.75789 0.91 0.5680
Within groups 591.6 80 7.395
Total (Corr.] 720.0 99

Tabla ANOVA
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Table of Means: esta tabla muestra el nimero de observaciones en cada
etiqueta, las medias, errores standard, y limites superior e inferior de los
valores de las medias. Pulsando el botdn derecho del ratén (Pane options)
puede modificarse el criterio para la construccion de estos limites.

Multiple Range Tests: Esta opcion realiza contrastes mdaltiples. Esta seccion
es de interés, en general, solo si el contraste ANOVA ha resultado
significativo. La parte superior de la tabla muestra el ndmero de
observaciones y la media para 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 Boton derecho, en Pane

options. (statanova.dvi, 2008).
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8. RECURSOS UTILIZADOS

8.1. RECURSOS HUMANOS

e Director de Tesis.

e Tribunal de Revision.

e Docentes de la Carrera de Ingenieria Quimica de la Facultad de Ciencias
Matematicas Fisicas y Quimicas.

e Asesores Internos y Externos.

e Autores de la tesis.

8.2. RECURSOS OPERATIVOS

8.2.1. MATERIALES

e Cajas de Petri de vidrio

e Embudo

e Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml

e Espétulas de acero inoxidable

e Frascos &mbar

e Matraz aforado de 50 y 1000ml

e Micro pipetas con puntas desechables
e Micro pipetas desechables

e Papel aluminio

e Papel filtro

e Papel pH

e Pipetas serolégicasde 5y 10 ml

e Peras de succion

e Portay cubre objetos

e Probetas graduadas de 50 y 100 ml

e Vasos de precipitacion 50, 250 y 500 ml
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¢ Viales con tapadera de rosca

e TermOmetro

8.2.2. EQUIPOS

e Balanza analitica digital

e Camara de flujo laminar

e Eclosionador de quistes de Artemia marca HOBBY
e Refrigeradora

e Microscopio éptico

e Bomba dosificadora de aire para acuarios 20HP

e Potencidometro ATC

8.2.3. SUSTANCIAY REACTIVOS

e Modelo bioldgico quistes Artemia Salina marca Ala

e Sustancia Patron Dicromato de Potasio 99.9% de pureza
e Agua destilada

e Sal yodada

e Sal engrano

e Alcohol potable

8.2.4. VARIOS

e Bibliografias.

e Internet.

e Copias

e Impresiones.

e Consultas de asesoramiento.

e Transporte
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8.3. RECURSOS FINANCIEROS

e Analisis de ensayos.

e Implementacién de equipos de laboratorio.
e Internet

e Impresion de tesis

e Copias de documentos

e Materiales para ensayos

e Transporte

e Sustentacion

e Varios
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Q. PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

9.1. DESCRIPCION DEL POTENCIAL IMPACTO DE
DICROMATOS (Cr207)-2 Y CROMATOS (CrO7)-2 AL
ECOSISTEMA.

TABLA N° 16

Descripcion de los efectos que causan los cromatos y dicromatos en el
ecosistema.

Cromatos Dicromatos
Son cancerigenos. Produce sensibilizacion y se puede
provocar alergias.

Ataca a la molécula de ADN. Son cancerigenos.

25 ppm de Cromatos pueden Ataca a la molécula de ADN.
presentar intoxicacion por ingestion.

Puede causar fuego al entrar en Puede causar fuego al entrar en
contacto con materiales combustibles. contacto con materiales combustibles.

Gran capacidad para corroer e irritar Capacidad para corroer e irritar piel,
piel, 0jos, membranas mucosas y tracto | 0jos, membranas mucosas y tracto
respiratorio. respiratorio, asi como higado y rifiones.

Fuente: Datos arrojados por la investigacion
Elaborado por: Autores de la Tesis

De acuerdo a la informacion recopilada y a lo que organizaciones de alto
reconocimiento nos dicen que, "normalmente el cromo en su forma hexavalente
cromatos y dicromatos se deposita en piel, pulmones, mdsculos y grasas pero en
cantidades superiores o por largo tiempo, se acumula en érganos mas fragiles
como el higado y rifiones. Al ser confundidos por los canales ionicos como sulfatos
por lo que pueden llegar asi hasta el nucleo de la célula, y ahi la materia organica
presente los reduce a Cromo (lI), y en ese estado debido a las reacciones que se

generan, ataca a la molécula de ADN.

ANALISIS:

Por el potencial impacto que representa para el ecosistema, la emision de
cromatos y dicromatos (cromo VI), vertidos como producto de la actividad de
diferentes sectores industriales, se determind la toxicidad aguda del K,Cr,O; en

larvas de Artemia salina como meétodo alternativo aplicado a la ecotoxicologia. En
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este versatil método se expusieron nauplios de 24 h a diferentes concentraciones del
compuesto y se determina la LCs, correspondiente, asi como los efectos adversos que
pueda ocasionar. Esta metodologia combina simplicidad, rapidez, confiabilidad y
bajo costo, por lo que su empleo como screening en pruebas ecotoxicologicas
permitié en un corto plazo predecir la toxicidad del dicromato de potasio como

sustancia toxica para los ecosistemas acuéticos.

Las mudas en Artemia salina son muy frecuentes y las nauplios de 24 h presentan
una cuticula muy fina lo que las hace especialmente sensibles al téxico (cromo VI),
el cual penetra a través de las barreras fisiologicas absorbiéndose rapidamente y
provocando diferentes alteraciones en estos organismos, que van desde efectos
subletales sobre la movilidad, la reproduccion y la hematologia hasta la muerte de la

larva.

Las descargas industriales representan un impacto ambiental negativo lo cual
desencadena diversos efectos nocivos en especial a los ecosistemas acuaticos como
la modificacion de pH, temperatura y el oxigeno disuelto afectando de forma
decisiva tanto a la distribucion como al estado fisioldgico de la biota del sistema
acuatico. Y a su vez la toxicidad del dicromato en los sistemas acuaticos esta
condicionada de forma importante por: el grado de bioasimilacién y por los

mecanismos de defensa que esgriman los organismos frente a los metales.
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9.2. EXPOSICION A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
DICROMATO DE POTASIO A LA ARTEMIA SALINA
EMPLEADA COMO MODELO BIOLOGICO

ECOTOXICOLOGICO

TABLA N° 17
Numero de Artemias salinas expuestas a diversas concentraciones de
Dicromato de potasio y los resultados finales

Concentracion N° Artemias Salina

de K2Cr207 |Expuestas| Vivas inicio | Vivas final | Muertas Efectos

Repeticiones 1 112131112 (3|1|2|3|1] 2 3
Control 33 11 (10| 1210|110 (12]0|0|J 0| 1 | O 0
S5ppm 43 12 (16( 15| 9 |12]12]11|0[ 0] 2 | 4 3
10ppm 33 1112|110 5|3 [4]13|3| 3| 3| 6 3
15ppm 36 13(12(11(1]11]01]8|7[9] 4] 4 2
20ppm 36 11(11({ 2400 |219|8[9]2 ]| 3 3

Elaborado por: Autores de la tesis.
Fuente: Datos de la investigacion

Se expuso a la Artemia salina, el ensayo se realiz6 con las concentraciones de 5,
10, 15 y 20 ppm de dicromato de potasio, todas fueron preparadas a partir de una
solucion de dicromato de potasio al 99% en agua destilada con concentracion de 100
ppm, empleando también un grupo control el cual contiene solo la sustancia 0 medio
de reproduccion para nosotros agua salada, la cual no debe de presentar una
considerable mortalidad puesto que si la existiese se podria suponer que la causa del

deceso de las Artemias se debe a contaminacion del medio en el que se reprodujo.

Las concentraciones empleadas para los ensayos y a las cuales fueron expuestas
las larvas de Artemia salina no fueron tomadas al azar ya que como hemos
mencionado anteriormente el estudio se basa en protocolos establecidos por estudios

ya realizados.
ANALISIS

La Artemia es uno de los crustaceos mas tolerantes al cromo de acuerdo a estudios
y revision bibliogréfica, como se puede deducir de los valores de CLsy de 24 horas

obtenidos en el presente trabajo, que varian entre 13,06 y 13,426 mg/L. Estos valores
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pueden ser comparados con los mencionados en referencias bibliograficas en
crustaceos para la CLsp a las 24 y 48 h y que varian entre 0,5y 17 mg/l de acuerdo a
las concentraciones expuestos. Esta tolerancia puede ser en parte explicada 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 danos considerables.

La Artemia salina cumple con ciertas caracteristicas como: buena resistencia a las
condiciones de laboratorio, tener una amplia distribucion geografica, ser facilmente
identificables en el laboratorio, provenir de areas libres de contaminacion, ademas de
tratarse de un elemento fundamental en el conjunto del zooplancton y una especie
importante dentro de la cadena tréfica, ofreciendo una vista general sobre los efectos
que podrian ocurrir en los ambientes, por lo cual se la seleccioné como modelo
bioldgico en este ensayo, debido a que un efecto negativo sobre su poblacién haria
peligrar la viabilidad de otras especies superiores. Sin embargo, cabe resaltar que es
necesario ser muy cuidadosos con la interpretacion de los resultados obtenidos de los
bioensayos, 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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9.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION LETAL
MEDIA DEL DICROMATO DE POTASIO EN ARTEMIA
SALINAY LOS EFECTOS ADVERSOS

Los datos correspondientes a la concentracion letal media del dicromato de
potasio sobre nauplios de Artemia salina expuestos durante 24 horas, son
presentados en las siguientes numerales y tablas. Empleando diversos métodos
estadisticos debido que se trata de establecer un valor a una sustancia patrén.
Destacandose que el pH de las diferentes soluciones preparadas, incluyendo el
blanco, no tuvo una variacion que pudiera incidir sobre los resultados del ensayo, se
empled pH con valor de 6.7, teniendo en cuenta que la Artemia puede desarrollarse

perfectamente a un pH menores a 8.

9.3.1. CALCULO DE LA CONCENTRACION LETAL MEDIA

9.3.1.1. Evaluacién estadistica por el método Probit

Haciendo uso de Microsoft Excel 2013 mediante el método estadistico Probit con
los datos recolectados sobre los nauplios vivos, con efectos subletales y muertos, a
cada concentracion durante el ensayo ecotoxicoldgico, se obtuvieron diferentes
tablas y valores el cual el grafico necesario para determinar la concentracién letal

media para esta sustancia.

TABLA N°18

Datos empleados en la hoja Excel con el sistema Probit para calculos

Concentracion Respuesta Artemias no. mortalidad
K2Cr207 ppm org. Muertos Expuestas %
0 0 11 0,0
5 1 12 8,3
10 3 11 27,3
15 8 13 61,5
20 9,00 11 81,8
100 10 10 100,0

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.
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TABLA N° 19

Determinacion mediante calculo de la hoja Excel para el nUmero Probit

Concentracion log concent v decimal [ normsinv | probit
K2Cr207 ppm respuesta
o #HNUM! 0,0 0
5 0,70 8,3 0,083] -1,382994 3,62
10 1,00 27,3 0,273| -0,604585 4,40
15 1,18 61,5 0,615 0,293381 5,29
20 1,30 81,8 0,818| 0,908458 5,91
100 2,00 100,0 0,990| 2,326348 7,33

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

CUADRO N°1

Datos calculados los cuales se emplean para la grafica y la regresion lineal

For Plotting
log concent probit regression
0,70 3,62 3,76
1,00 4,40 4,63
1,18 5,29 5,14
1,30 5,91 5,50
2,00 7,33 7,52

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.
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GRAFICO N° 1

Probit vs log de la concentracion para determinar la LCs

—=Probit —s=—Regression —— Linear (Regression)

Probit

y =2,8916x + 1,7363 y=ax+b
Rz2=1

0,5 1 15

Log concetracion

Fuente: Datos recolectados en la investigacion

Elaborado por: Autores de la tesis.

Datos sobre las condiciones que se establecen para el grafico encontrandose

la LCsq por Método Probit

TABLA N° 20

pendiente

2,89 logLD50=

1,13

intersepcion

1,74 LC50=

13,45

Fuente: Datos recolectados en la investigacion

Elaborado por: Autores de la tesis.

Tanto el valor de 2.89 correspondiente a la pendiente de la recta como la

interseccion corresponden a los valores que nos da la ecuacion de la grafica con la

linea de regresion.
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Por lo tanto empleando el método Probit se obtuvo un valor de CLsp= 13.45 ppm
para la diversas exposiciones de dicromato de potasio en un periodo de 24 horas.
Obteniéndose en el mismo grafico la ecuacion de regresion lineal que nos permitira

conocer la concentracion en relacion al logaritmo base 10.
Calculo de la CL50 por método Probit EPA

Este célculo se lo realizo empleando el software que provee la EPA y con
reconocimiento fidedigna para las organizaciones internacionales relacionadas con el

calculo de la concentracién letal media.

EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM
USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES
Version 1.5

ARTEMIAL
Proportion
Observed Responding Predicted
Number Number Proportion Adjusted for proportion
Conc. Exposed Resp. Responding Controls Responding
5.0000 43 1 0.0233 0.0233 0.0294
10.0000 33 9 0.2727 0.2727 0.2864
15.0000 36 24 0.6667 0.6667 0.5840
20.0000 36 26 0.7222 0.7222 0.7772
Chi - Square for Heterogeneity (calculated) = 1.727
Chi - Square for Heterogeneity
(tabular value at 0.05 level) = 5.991
Mu = 1.127941
Sigma = 0.226919
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Elaborado por: Software EPA Probit Analysis Program version 1.5

145



PLOT OF ADJUSTED PROBITS AND PREDICTED REGRESSION LINE

ECO1 EC10 EC25 EC50 EC75 EC90
EC99

Elaborado por: Software EPA Probit Analysis Program version 1.5
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Mediante este programa se obtuvieron varios valores como la concentracion letal
media, concentracion inicial, con los valores maximos y minimos de concentraciones
que se pueden exponer, con una confianza del 95%, recalcando que entre mayor sea
la homogeneidad de los individuos expuestos el resultado serd mucho mas exacto, en
nuestro caso al tener una variabilidad considerable en los individuos expuestos a
cada concentracion se obtuvo un resultado de 13.426 ppm como valor a

concentracion letal media.
9.3.1.2. Evaluacion estadistica por el método Reed Muench

Para este método de evaluacion estadistica, existen dos formas, la primera a
realizar es con valores corregidos acumulados de individuos muertos en el ensayo
realizado. Este método realizado en las hojas de calculo de Microsoft Excel 2013 nos
da resultados reflejados en porcentajes y graficos, para mediante el modelo
matematico establecido se determine la concentracion letal media, la cual va

relacionada con el logaritmo de dicho valor del grafico de la curva obtenida.

TABLA N°21

Datos que se obtuvieron en el ensayo realizado con concentraciones de
dicromato de potasio sobre Artemia salina

Grupos / Muertas Efecto Vivas Total

repeticiones Supletales

112 (3111213112 |3]l1]|2]|3
Control olo0|0OJ 1|00 |10|10(12|11|10]12
5ppm 110(0] 2 |4 39|12 |12]12|16| 15
10ppm 3|13(3]3|6|3]|5]|3]|4|11|12]|10
15ppm 8171914 |42 |11 ]|0]|13|12]|11
20ppm 9181912 (33|00 |2(11|11]|14

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.
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TABLA N° 22

Valores corregidos acumulados de los datos anteriores

Valores acumulados corregidos
. . % muert |% muerte ac| Concentracion
total | muertos | vivos |vivos acu|muerte acu|total ac
ac corr K2Cr207 ppm
33 0 33 121 0 121 0,000 0,000 0
43 1 42 88 1 89 1,124 1,124 5
33 9 24 46 10 56 17,857 17,857 10
36 24 12 22 34 56| 60,714 60,714 15
36 26 10 10 60 70| 85714 85,714 20
Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.
CUADRO N° 2

Valores extrapolados de la concentracion y el porcentaje de mortalidad para

el primer grafico

Concentracion .
K2Cr207 ppm % mortalidad
20 85,714
15 60,714
10 17,857
5 1,124
0,1 0

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.
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GRAFICO N° 2

Valores Extrapolados %Mortalidad Vs Concentracion Del Dicromato De

Potasio
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Fuente: Datos recolectados en la investigacion

Elaborado por: Autores de la tesis.

Después la grafica obtenida mediante el empleo de la hoja de calculo se da
solucion a las siguientes ecuaciones:

TABLA N° 23

Modelo matemético del método de Reed Muench (1IFB, 2010)

A= 20/5=

Metodo Red Munch

log CL50= Log dosis inferior + B x Log A
A= dosis superior/dosis inferior

4

Fuente: Datos recolectados en la investigacion

Elaborado por: Autores de la tesis.
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TABLA N°24

Calculo del valor de la incognita B

CON VALORES CORREGIDOS ACUMULADOS
B= (50-%inferior)/(%osuperior-%inferior)
B=(50-0)/(85.714-0) = 0,58333

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

TABLA N° 25

Reemplazo de la ecuacion del modelo matematico del método de Reed
Muench

Reemplazando:
log CL50 = Log 5 + 0.58333 Log 4
log CL50 = 1,05018
CL50 = 11,22

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

e Segundo calculo para la evaluacion estadisticas delos resultados para la
obtencion de la concentracion letal media, por el método de Reed Muench
con valores corregidos no acumulados del porcentaje de mortalidad, dada a la
aplicacion del modelo matemaético del método mencionado.

TABLA N° 26

Datos que se obtuvieron en el ensayo realizado con concentraciones de
dicromato de potasio sobre Artemia salina

Grupos / Muertas Efecto Vivas Total

repeticiones Subletales

1({2 |31 |23 ]|1(2 |3]1]|]2]3
Control 0|0(f0] 1 |0]| 0 |10|10 |12|11|10]12
5ppm 1({0]|0] 2 |4 3]9|12(12]12|16] 15
10ppm 313|313 |63 |53 |[4]11(12]10
15ppm 8171914 |42 |11 ]|0]|13|12]|11
20ppm 9181912 (33|00 |2(11|11]|14

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.
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TABLA N° 27

Valores corregidos Sin Acumular

valores corregidos sin acumular

. concentracion

Total mue rtos vivos | % muert | Yomuer corr de K2Cr207
33 0 33 0 0 0
43 1 43 2,325581 | 2,3255814 5
33 9 24 27,27273 | 27,2727273 10
36 24 12 66,66667 | 66,6666667 15
36 26 10 72,22222 | 72,2222222 20

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

CUADRO N° 3

Valores de concentracion y mortalidad para el segundo gréafico

concentracion
%mortalidad|{de K2Cr207
0 0
2,3255814 5
27,2727273 10
66,6666667 15
12,2222222 20

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.
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GRAFICO N° 3

% Mortalidad vs Concentracion de Dicromato de Potasio
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Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

Después de los graficos mediante el empleo de la hoja de calculo se da solucion a

las siguientes ecuaciones:

TABLA N° 28

Modelo matematico del método de Reed Muench

A= 20/5=

log CL50= Log dosis inferior + B x Log A
A= dosis superior/dosis inferior

Metodo Red Munch

4

Fuente: Datos recolectados en la investigacion

Elaborado por: Autores de la tesis.

TABLA N° 29

Calculo del valor de la incognita B

CON VALORES CORREGIDOS SIN ACUMULAR
B= (50-%sinferior)/(%superior-%inferior)
B= (50-0)/(72.22-0)= 0,692308

Fuente: Datos recolectados en la investigacion

Elaborado por: Autores de la tesis.
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TABLA N° 30

Reemplazo de la ecuacion del modelo mateméatico del método de Reed Muench

Reemplazando:
log CL50 = Log 5 + 0.692308 Log 4
log CL50 = 1,11579
CL50 =" 13,06

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

En el método de evolucidn estadistica de Reed Muench se obtuvieron dos valores,
uno considerando valores corregidos acumulados y otro sin acumularlos. Con el
primero resulté una CLso= 11,22 ppm; mientras que con el segundo caso se obtuvo

una CLs50=13,06 ppm.
9.3.1.3. Evaluacion estadistica por el método estimacién grafica

Al igual que los métodos anteriores de evaluacion estadistica se empled Microsoft
Excel 2013 en el cual simplemente por método gréafico, empleando los datos
obtenidos en el ensayo se determina un aproximado de la concentracion letal media
del Dicromato de potasio, dado al grafico lineal que se obtiene buscando la

interseccién en la dosis de 50%.
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CUADRO N°4

Datos empleados y recogidos de los ensayos realizados con Artemia salina
expuestos a concentraciones de Dicromato de potasio

NUmero de artemias
vivas por caja petri
Total | Concentracion Total | Total
artemias | K2Cr207(mg/l) 1 2 3 vivas | muertas 7o Mort
33 0 11 10 12 33 0 0
43 5 12 16 15 42 1 2,325581
33 10 11 12 10 24 9 27,27273
36 15 13 12 11 12 24 66,66667
36 20 11 11 14 10 26 72,22222

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

GRAFICO N° 4

Representacion de la CL50 del dicromato de potasio

CL50

[ee]
o

222222222

-
o

66,66666667

D
o

a1
o

% MORTALIDAD
w I
S S

21,27272727

N
o

[EN
o

2,325581395

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
CONCENTRACION PPM

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

Con el método de estimacion grafica el cual se denota por las lineas de
intercepcion rojas se alcanzé una CLsy =12.9 ppm aproximado debido que este

método es objetivo.
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Dada a la existencia de algunos métodos estadisticos para calcular la CLsy,
citadas en la literatura y respaldas por organizaciones de prestigio como la US EPA
que se han tomado de referencia, podemos comparar los resultados de cada uno de
los métodos estadisticos empleados seleccionando el valor que consideremos

préximo a los ya determinados en investigaciones realizadas durante la historia.

TABLA N° 31

Comparacién de la Concentracion letal media del dicromato de potasio por los
diferentes metodos estadisticos

Comparacion de CL50 por diferentes

metodos

Método CL 50
Probit excel 13,45
Probit software 13,426

Estimacion Grafica 12,9
Reed Muench 11.22

(valores acumulados)
Reed M h (Si

eed Muench (Sin 13,06

acumular)

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

La tabla nos indica que el valor considerado de los diversos métodos empleados
para la determinacion de la CLsg es de 13,06 ppm.

Acerca de los efectos adversos que la Artemia salina y los nauplios de 24 h
presentan una cuticula muy fina lo que las hace especialmente sensibles al toxico
(cromo VI), el cual penetra a través de las barreras fisioldgicas absorbiéndose
rapidamente y provocando diferentes alteraciones en estos organismos, que van
desde efectos subletales sobre la movilidad, la reproduccion y la hematologia hasta la

muerte de la larva.
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ANALISIS Y DISCUSION DE LA CONCENTRACION LETAL MEDIA DEL
DICROMATO DE POTASIO SOBRE LA ARTEMIA SALINA

El propodsito en ésta tesis es de establecer una sustancia patron de referencia
(dicromato de potasio) para ensayos ecotoxicoldgicos, hemos trabajado con tres
métodos estadisticos para calcular la concentracion letal media, los cuales son:
método Probit, método de Reed Muench y método de estimacion gréafica; siendo este
ultimo un método poco confiable, pero que nos ayuda para comparar resultados con
el resto de métodos, y como se puede ver no se aleja mucho de la realidad; sin
embargo, en los datos bibliograficos obtenidos de investigaciones ya realizadas
tenemos una CLs, ya establecida con un valor de 12,5 mg/L. Por lo tanto el método
gue mas se aproxima a éste dato mediante un cuadro comparativo es el de Reed
Muench, trabajando con valores corregidos sin acumularlos, estableciendo para
nuestro estudio un resultado de una concentracion letal media del toxico como

sustancia patron dicromato de potasio CLso= 13,06 mg/I.

Cabe recalcar que en todos los métodos estadisticos empleados es notable que la
tasa de mortalidad de las Artemias expuestas a la sustancia toxica (dicromato de

potasio) se incremente conforme va aumentando la concentracién del toxico.

9.3.2. EFECTOS ADVERSOS DE LA EXPOSICION DE LA
ARTEMIA SALINA A DICROMATO DE POTASIO

Después del ensayo al someter a la Artemia salina a diferentes concentraciones de
Dicromato de potasio, se obtiene la siguiente tabla en la que se resumen los efectos
adversos notables a simple vista sin tener que enfocarse a un analisis biol6gico mas

profundo.

156



TABLA N° 32
Efectos adversos observados en la Artemia salina en cada una de las
concentraciones de Dicromato expuestas.

Concentraciones de Efectos adversos
K2Cr207

Control Todas se comportaron de manera normal en cada una de las
repeticiones, observandose agilidad en el nado y estimulo a luz.

5ppm Se observo en algunas larvas dificultades en la natacion a las 24 h de
exposicion, minima cantida.

10ppm Un minimo porcentaje presento notable disminucion de la velocidad
de desplazamiento en el nado y poca respuesta a los estimulos de luz.

15ppm Un minimo porcentaje presento nado erratico, nado superficial
(barbeo), letargia, debilidad y perdida del reflejo de huida.
Los movimientos de la mayoria de los individuos presentes en cada
vial a pocas horas de expuestos lucian lentos y cortos (letargia

20ppm .
progresiva) hasta luego caer en el fondo del frasco de donde
intentaban despegar sin éxito, presentandose posteriormente la muerte
de los individuos (quietud total) luego de aproximadamente 18 horas.

Fuente: Datos recolectados en la investigacion
Elaborado por: Autores de la tesis.

ANALISIS

La evaluacion de las Artemias fue realizada mediante la observacion del
comportamiento de los animales expuestos y no expuestos, con posterior revision a
través del microscopio Optico de los individuos vivos y agonizantes. Para la
evaluacion de estos animales fueron tenidos en cuenta los siguientes factores: nado
erratico, nado superficial, debilidad y perdida del reflejo de huida, color del animal,
deformidades y manchas. Estas diferencias aunque no muy claras se mostraron a
simple vista y se pueden observar de tal manera en las siguientes imagenes tomadas
desde el microscopio.

Una de las principales caracteristicas presentadas en los individuos expuestos al
dicromato fue una notable disminucion de la velocidad en el nado y una poca
respuesta a los estimulos de luz empledndose concentraciones entre 5 mg/L y 20
mg/L. Transcurridas un lapso de 24 horas, los movimientos de la mayoria de los

individuos presentes en cada vial lucian lentos y cortos conocido como letargia
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progresiva, hasta quedar en el fondo de la caja Petri donde intentaban despegar sin
éxito, presentandose posteriormente la muerte de los individuos (quietud total). A
concentraciones por debajo de 10 mg/L fueron observados los mismos efectos pero
en menor cantidad de individuos, encontrandose efectos letales a concentraciones de

13,06 mg/L luego de 24 horas de exposicion.

9.4. ANALISIS DE VARIANZA ANOVA CON
STATAGRAPHIC

ANOVA Simple - CL50 por METODO

CL50 METODO DESCRIPCION

13, 06 A METODO REED MUNCH
11, 22 A METODO REED MUNCH
12,9 B METODO ESTIMACION GR
13,45 C PROBIT

13,426 C PROBIT EPA

12,5 D LITERATURA

Variable dependiente: CL50
Factor: METODO

Ndmero de observaciones: 6
Ndmero de niveles: 4

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para CL50.
Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de CL50 para
los 4 diferentes niveles de METODO. La prueba-F en la tabla ANOVA determinara
si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos
Multiples le diran cuéles medias son significativamente diferentes de otras. Si le

preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir la Prueba de Kruskal-Wallis
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la cual compara las medianas en lugar de las medias. Las diferentes gréaficas le
ayudaran a juzgar la significancia practica de los resultados, asi como le permitiran

buscar posibles violaciones de los supuestos subyacentes en el analisis de varianza.

Tabla N° 33
ANOVA para CLsg por METODO
Fuente Suma de| Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 1,77537 3 0,591788 0,70 0,6338
grupos

Intra 1,69309 2 0,846544
grupos

Total 3,46845 5
(Corr.)

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de CL50 en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en
este caso es igual a 0,699064, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que
0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de CL50
entre un nivel de METODO vy otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Dispersion por Cadigo de Nivel

135
13 _ o
125 _ o
12 _

115
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IlllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
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10.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

10.1. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion puede

concluirse que:

Se determind la toxicidad aguda de Dicromato de Potasio en Artemia Salina
empleando una metodologia simple rapida y de bajo costo, usando pruebas
ecotoxicoldgicas, concluyendo que el compuesto nombrado como patrén es
util para estos ensayos debido al porcentaje de 35% cromo hexavalente en
forma de dicromato es una sustancia toxica letal, que expuesto a bajas
concentraciones, produjo efectos subletales y letales sobre el modelo
bioldgico en un periodo corto, debido a la cuticula muy fina de los nauplios
de Artemia que las hace especialmente sensibles al toxico absorbiéndolo
rapidamente.

El cromo hexavalente se encuentra en forma de cromatos y dicromatos, y el
potencial impacto hacia el ecosistema, se debe a que son compuestos toxico,
gue se encuentran en concentraciones tan bajas y en condiciones ambientales
normales, siendo dificil su deteccibn con los métodos quimicos
convencionales, por lo que los bioensayos detectan concentraciones minimas
de estos compuestos que desencadenan diversos efectos nocivos por
bioacumulacion, en especial a los ecosistemas acuaticos como la
modificacion de pH, temperatura, afectando el estado fisioldgico y
crecimiento de las Artemias , estableciéndose que la toxicidad del Dicromato
en este sistema estad condicionada por el grado de bioasimilacion y por los
mecanismos de defensa que se ven alterados al confundir cromatos y
dicromatos por los canales i6nicos como sulfatos llegando al nucleo de la

célula.
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Se expuso a diferentes concentraciones de Dicromato de Potasio a la Artemia
Salina empleada como modelo biolégico alternativo en ensayos
ecotoxicoldgicos, debido a que cumplié con caracteristicas como: buena
resistencia a las condiciones de laboratorio, proviene de areas libres de
contaminacion, ademas se trata de una especie importante dentro de la cadena
tréfica, con mayor importancia el poseer una cuticula capaz de ser atravesada
por la forma compuesta del cromo mas no como elemento, siendo los efectos
toxicos observados luego de la exposicion del patron a diferentes
concentraciones, generados en proporcion a la concentracion sometida, y los
efectos sobre la susceptibilidad de las larvas se ven relacionadas al tiempo de
desarrollo;  considerandose a la Artemia salina como una herramienta
confiable y econdmica para la evaluacion y desarrollo de bioensayos.

Se determin la concentracion letal media (CLsg) del Dicromato de Potasio en
Artemia Salina mediante algunos métodos matematico-estadisticos, esto para
que la investigacion tenga mayor validez y asi poder relacionar los diferentes
resultados de cada método, tomando el resultado obtenido por el Método de
Reed Muench con un valor de CLs, igual a 13,06 mg/L para Artemia salina
tras 24-h de exposicion, lo que quiere decir que esa es la concentracion a la
cual muere la mitad de las especies expuestas al toxico, sugiriéndose que es
un compuesto potencialmente citotoxico e indica el grado de peligrosidad de
los materiales que lo constituyen. Los efectos adversos que se pudieron
observar fueron: letargia, poca reaccion a la luz, debilidad y pérdida del
reflejo de huida; los cuales son atribuidos principalmente a la presencia de
metales y al efecto de envenenamiento.

Se tabularon los resultados de los valores de CL50 obtenidos mediante los
diferentes métodos matematico-estadisticos empleandose el sistema de
analisis de varianza ANOVA, concluyéndose que se puede considerar
cualquiera de los valores como CL50, debido a que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre un nivel de método y otro, dando un nivel
de confianza del 95%. Por lo tanto queda a consideracion de quienes hicimos
el trabajo, de escoger uno de ellos como el valor de CL50, entonces en tal
caso, escogimos el valor obtenido a partir del Método de Reed Muench
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trabajando con valores sin acumular, el cual es de 13,06 ppm K,Cr,0Oy,
debido a que es el que mas se acerca al valor ya obtenido en bioensayos
anteriores (12,5 ppm K,Cr,07)

Una vez implementado el laboratorio con sus respectivos equipos, accesorios,
sustancias y reactivos se podran realizar analisis ecotoxicoldgicos que
beneficiaran no solo a la Carrera de Ingenieria Quimica, sino también a toda
la Facultad y Universidad en general, esto ayudaria de una u otra manera a la

acreditacion de la Carrera.
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10.2.

RECOMENDACIONES

Basado en los resultados de las CLsy de la sustancia patron empelada
dicromato de potasio, se sugiere que se debe tomar en cuenta el porcentaje de
cromo hexavalente que este compuesto contiene para realizar ensayos mas
profundos de tal modo que se considere en las concentracion maxima
permisible para verter a un cuerpo de agua al medio, ya que esta tiene un
rango amplio del toxico estudiado, llevando a que los organismos de los
ecosistemas acuatico son vulnerables al efecto de bioacumulacion y a su vez
a la biomagnificacion que perjudica a la vez a los humanos.

Los bioensayos de toxicidad deben aplicarse a diversos sectores industriales
sobre todo las industrias que emplean el compuesto toxico tomado como
referencia y en un futuro emplear diferentes sustancias patrones, con el fin de
diagnosticar los posibles impactos ambientales negativos que se puedan
ocasionar especialmente a los cuerpos de agua.

Es importante seguir realizando bioensayos con los indicadores ambientales
expuestos en este trabajo, con el fin de obtener una mayor referencia de la
CLso de los tdxicos peligrosos. De tal forma, que al obtener la informacién de
las investigaciones se podra modificar y crear una legislacion ambiental mas
amplia que incluya a la ecotoxicologia y a los bioensayos como un método
de control estricto en los vertimientos y proteccion de la fauna y flora,
asociados con los ecosistemas acuéticos.

Se sugiere considerar los datos encontrados durante la investigacion, con el
propdésito de que sirvan para nuevos estudios e investigaciones y se puedan
comparar, determinando las posibles diferencias y sus causas, de esta manera
se busca garantizar la preservacion de los ecosistemas especificamente
acuaticos, en un futuro.

Se recomienda llevar a ejecucion este mismo ensayo pero modificando el
medio de reproduccion o eclosion, en menores y mayores concentraciones de
agua salada, pudiéndose emplear sales artificiales que venden en tiendas
acuaticas, para lo que se conoce como agua de mar artificial ya que la A.

salina tolera un rango amplio de salinidad.
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Se pueden establecer cambios en el ensayo descrito y propuesto de Artemia
salina convencional como: ndmero de organismos por placa, control de luz y
temperatura en la eclosidn de quistes, mayor control en la edad de nauplios,
pudiéndose modificar la fase de estos utilizados en los ensayos, siempre y
cuando se recuerde que no deben llegar a la etapa adulta total.

Es recomendable profundizar en los efectos fisiologicos causados por la
exposicion al material en estudio, mediante la examinacion histopatologicas
de drganos de la Artemia, con el fin de reconocer de una manera mas
concreta el mecanismo de accion toxica del dicromato de potasio. De igual
manera es recomendable realizar estos estudios utilizandose otros modelos
bioldgicos, que permitan tener una idea mas amplia sobre los efectos en el
ecosistema.

Se recomienda trabajar con todos los métodos estadisticos que existan,
evitando una variabilidad significativa entre los individuos expuestos,
logrando un acercamiento a los valores reales existentes sobre la
concentracion, establecidos en investigaciones anteriores. Por ejemplo; el
valor de CLs establecido es de 12,5 mg/L; en nuestro caso el método que
mas se acerco a éste valor fue el de Reed Muench con el cual se determiné un
valor de CLsp= 13,06 mg/L.

Se recomienda utilizar el software Statgraphics Centurion para poder analizar
la variabilidad de los valores obtenidos de CL50 obtenidos a partir de los
diferentes métodos empleados, lo cual hard que haya un mayor porcentaje de
confianza al momento de arrojar los resultados y por ende el anélisis de
variabilidad, que indica si hay o no una diferencia estadisticamente
significativa entre un valor y otro.

El material utilizado en cualquier fase del ensayo debe ser lavado con
abundante agua (no usar jabones, ni nada que altere la veracidad de los
resultados), de preferencia esterilizados por autoclaves y luz ultravioleta ya
que estos organismos son sensibles a cualquier olor y modificacién en el
medio. Garantizando de esta manera que no existira contaminacion por
sustancias ajenas en medio de cultivo, agua salada, entre otros. Al igual que
los reactivos que se utilicen durante el proceso de bioensayo, deben ser
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analiticos y de marca reconocida, para garantizar que las soluciones sean de

calidad y que no varien los resultados alteracion de estos.
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11. SUSTENTABILIDAD Y SOSTENIBILIDAD

11.1. SUSTENTABILIDAD

Para sustentar la propuesta principal es necesario conocer que actualmente nuestra
Universidad estd buscando ascender educativamente, en donde no solo ya basta la
teoria que se da en las aulas de clases, sino que se debe ir mas all4, se trata del campo
de investigacion y la experimentacion, donde se busca formar grandes profesionales
capaces de adaptarse a las nuevas tecnologias y capaces de utilizar con facilidad
grandes equipos con los que se puede hacer grandes experimentos, lo cual seria un

gran aporte a la Ciencia.

Quienes participamos de los ensayos ecotoxicologicos para poder continuar con la
tesis, aseguramos que sin la implementacion de los nuevos equipos para el

laboratorio de ecotoxicologia, no hubiese sido posible la realizacion de ella (tesis).

Asi mismo estamos seguros que nuestra investigacion contribuird con el
desarrollo académico y técnico no solo de la Carrera de Ingenieria Quimica sino

también de la Universidad en general.

Hay que resaltar que también sera de gran aporte para la Ecotoxicologia en
nuestra Universidad ya que es uno de los primeros bioensayos de este tipo que se
realiza en los laboratorios del alma mater. Ademas se conoce que nuestra carrera esta
un poco limitada en cuanto a las investigaciones en general, debido a la falta de
equipos nuevos tecnoldgicos-cientificos. Pero en nuestro caso gracias a la gestion de
las autoridades para obtener los equipos necesarios, pudimos resolver sin ningun

problema los bioensayos.

Nuestra Carrera se relaciona, no directamente pero si en gran proporcion, con el
campo de la ecotoxicologia, sobre todo cuando se trata de bioacumulacion, que no es
otra cosa que la acumulacion de sustancias tdxicas a lo largo de la cadena trofica.
Entonces como el dicromato de potasio es considerado téxico, y ademas su
adquisicion no es restringida, se lo eligi6 como nuestra sustancia a utilizar en los
bioensayos para nuestra tesis. En investigaciones posteriores se podran utilizar otras

sustancias comunes consideradas toxicas para los seres humanos.
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11.2. SOSTENIBILIDAD

Quienes integramos el grupo de egresados de la carrera de ingenieria quimica de
la Universidad Técnica de Manabi como autores de dicho proyecto, consideramos
que los bioensayos realizados en nuestra tesis tendran mucha importancia porque
seran la base para posteriores investigaciones dentro de nuestra carrera, siempre y
cuando se vaya adquiriendo nuevos equipos innovadores con nuevas aplicaciones
para grandes ensayos. Nuestra Universidad, sobre todo nuestra Carrera sera una carta
de presentacion a nivel local, nacional e incluso internacional, en cuanto a la

investigacion en el campo ecotoxicologico.

Para alcanzar con éxito futuras investigaciones es necesario que los docentes se
sigan preparando en éste campo para asi ellos puedan llegar a sus estudiantes con
informacion actualizada, ya que sabemos que la tecnologia y ciencia avanzan muy

rapidamente.
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PRESUPUESTO

TEMA DE TESIS PREVIO A LA OBTENCION DEL TITULO DE

INGENIERO QUIMICO:

DETERMINACION DE DICROMATO DE POTASIO COMO PATRON
EN ENSAYOS ECOTOXICOLOGICOS SOBRE ARTEMIA SALINA. UTM

2013

ENTIDAD: UNIVERSIDAD TECNICA DE MANABI

POSTULANTES: Almeida Zambrano Jorge Alfredo, Garay Quiroz Fulton

Rolando, Quimis Chiquito Johanna Lissette, Rizzo Ponce Jenniffer Belén

VALORES EJECUCION DE TESIS

o Precio . Precio total / 4 e .
ITEM Concepto Cant Unitario Precio Total (auton) Especificaciones
Implementacio equipos para el
1 |ndeequiposde| 1 $ 12.000,00| $ 12.000,00 | $ 3.000,00 [laboratorio de
laboratorio ecotoxoicologia
2 |Internet 125 |$ 080 | $ 100,00 | $ 25,00
Impresion de Cantidad en
3 tes?s 1740 | $ 008 | $ 13920 | $ 34,80 |hojas
aproximadas
4 |Copias 500 |$ 002 | $ 1000| $ 250
Varios
5 Materiales para 1 s 18000 | $ 18000 | $ 45,00 |mplementos
ensayos para ejecutar el
ensayo
Todo tipo de
6 |Transporte $ 220,00 | $ 55,00 |movilizacion
$ 220,00 empleada
7 |Analisis $ 100,00 | $ 100,00 | $ 25,00
8 52;?:%0 ®©1 4 |s 15003 60,00| $ 1500 |Unidades
9 |Sustentacion $ 200,00 | $ 200,00 | $ 50,00
10 |Varios $ 92,00 ($ 92,00 | $ 23,00
Sub Total 3 13.101,20 $ 3.275,30
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Son: trece mil ciento un ddlares con veinte centavos en total, aportando tres mil

doscientos setenta y cinco ddlares con treinta centavos por cada estudiante.

Almeida Zambrano Jorge Alfredo Garay Quiroz Fulton Rolando

Quimis Chiquito Johana Lissette Rizzo Ponce Jenniffer Belén
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CRONOGRAMA VALORADO

MESES
Actividades [|Oct Nov. Dic. Ene. Feb. Mar. Abr.
4 2|3 213 2|3|4 2|3 2|3 2|3
Aprobacion
del
Anteproyecto.

Investigacion
bibliografica y
recoleccion de
la informacién
tedrica.

Pedido de los
equipos

Pedido de
Cambio de
Director de
Tesis

Aprobacion
de Cambio de
Director

Reunion con
miembros de
tribunal

Reunion con
director de
tesis

Presentacion
de Primer
Avance

Llegada de los
equipos

Realizacion de
ensayos
ecotoxicoldgic
os en el
laboratorio

Obtencién de
la
concentracion
letal media del
dicromato de
potasio

Presentacion
del segundo
avance

Correcciones
de Tesis

Elaboracion y
presentacion
del informe
final de
investigacion.
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ANEXOS

ANEXO N° 1.- Quistes de Artemia Salina sin eclosionar.

& -
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ANEXO N° 3.- Con los recipientes de vidrio ambar para almacenar los quistes de
Artemia Salina.

—~

ANEXO N° 4.- Esterilizacién con luz ultravioleta de los recipientes a utilizarse
durante los bioensayos (15 min).
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ANEXO N° 5.- Colocacion de los quistes de Artemia en los recipientes de vidrio
ambar.

ANEXO N° 6.- Medicidon del pH (con papel tornasol) del agua destilada a utilizarse.
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ANEXO N° 7.- Medicion del pH (mediante el instrumento testo) del agua destilada
a utilizarse.

ANEXO N° 8.- Medicion de TDS (s6lidos totales disueltos) del agua destilada para
la primera reproduccion.
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ANEXO N° 9.- TDS del agua destilada a utilizarse para la primera reproduccion (1
ppm).

ANEXO N° 10.- Pesado de la sal (comercial) que se utilizaria para la disolucion con
agua destilada.
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ANEXO N° 11.- gramos de sal comercial a utilizarse para la disolucion con agua
destilada.

ANEXO N° 12.- Preparacion de la solucion de agua destilada con sal comercial.
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ANEXO N° 13.- pH de la disolucion con sal comercial (7,2).

ANEXO N° 14.- Medicion de temperatura de la disolucién con sal comercial.
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ANEXO N° 15.- 600 ml de agua salada a utilizarse en el eclosionador para la
posterior reproduccion de los quistes.

ANEXO N° 16.- Llenado del agua salada en el eclosionador para la posterior
reproduccion de los quistes.

188



ANEXO N° 17.- Peso en gramos de los quistes de Artemia a utilizarse para la
primera reproduccion.

ANEXO N° 18.- Montado del dispositivo de incubacién.- Suministracion de aire
(por medio de una bomba) hacia el eclosionador.
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ANEXO N° 19.- Los quistes de Artemia llevados al eclosionador (primera
reproduccion).

ANEXO N° 20.- Incubacién de los quistes de Artemia (24 horas) de la primera
reproduccion.
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ANEXO N° 21.- Después de 24 horas, traspaso de los quistes ya eclosionados de la
primera reproduccion a un matraz.

ANEXO N° 22.- Artemias de primera reproduccion ya en el matraz con las
condiciones de vida adecuadas.

191



ANEXO N° 23.- Triturado de la sal gruesa a utilizarse para la disolucion con agua
destilada en la segunda reproduccion.

ANEXO N° 24.- Pesado de la sal (en grano) que se utilizaria posteriormente para la
disolucion con agua destilada en la segunda reproduccion.

192



ANEXO N° 25.- Pesado de la sal (en grano) que se utilizaria posteriormente para la
disolucion con agua destilada en la segunda reproduccion.

-

ANEXO N° 26.- gramos de sal en grano a utilizarse para la disolucién con agua
destilada.
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ANEXO N° 27.- TDS del agua destilada a utilizarse para la segunda reproduccién
(0 ppm).

ANEXO N° 28.- pH de la disolucién con sal en grano (6,7).
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ANEXO N° 29.- Peso en gramos de los quistes de Artemia a utilizarse para la
segunda reproduccion.

ANEXO N° 30.- Montado del dispositivo de incubacién para la segunda
reproduccion de quistes de Artemia.
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ANEXO N° 31.- En el matraz los nauplios de Artemia de la primera produccion, en
el eclosionador los quistes de Artemia para la segunda reproduccion para su
incubacion.

ANEXO N° 32.- Artemias llevadas a una caja Petri, para una mejor visualizacion.
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ANEXO N° 33.- Artemias en la caja Petri, para conteo y poder calcular el porcentaje
de reproduccion.

ANEXO N° 34.- Conteo de Artemias de la primera reproduccion para el célculo del
% de reproduccion.
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ANEXO N° 35.- Dicromato de Potasio (K,Cr,0y).

ANEXO N° 36.- Dicromato de Potasio en su estado natural.
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ANEXO N° 37.- Especificaciones del Dicromato de Potasio.

ANEXO N° 38.- Agua destilada a utilizarse para la preparacion de la solucion
madre de Dicromato de Potasio (soluciéon 100 ppm).
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ANEXO N° 39.- Preparacion de la solucién madre de Dicromato de Potasio
(solucion 100 ppm).

|

ANEXO N° 40.- Solucion madre de Dicromato de Potasio (solucién 100 ppm) ya
preparada.
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ANEXO N° 41.- Solucion de 5 ppm a partir de la solucién madre de Dicromato de
Potasio (solucion 100 ppm).

ANEXO N° 42.- Solucion de 10 ppm a partir de la solucion madre de Dicromato de
Potasio (solucion 100 ppm).
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ANEXO N° 43.- Solucion de 15 ppm a partir de la solucion madre de Dicromato de
Potasio (solucion 100 ppm).

ANEXO N° 44.- Solucion de 20 ppm a partir de la solucion madre de Dicromato de
Potasio (solucion 100 ppm).
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ANEXO NF¢ 45.- Cajas Petri nuevas que se utilizarian para el bioensayo.

ANEXO N° 46.- Llenado de placas (grupo control,) 9 ml de agua con sal para cada
caja Petri.
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ANEXO N° 47.- Proceso de pipeteado para cada concentracion de Dicromato de
Potasio.

ANEXO N° 48.- Llenado de placas con sus respectivas concentraciones de
Dicromato de Potasio (9ml de cada concentracion en sus respectivas cajas Petri).
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ANEXO N° 49.- 20 ml aprox. de nauplios de Artemias de la primera reproduccion
Ilevadas desde el eclosionador hasta una caja Petri sometidos a luz.

ANEXO N° 50.- Micropipeta Eppendorf .
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ANEXO N° 51.- Micropipetas Eppendorf con las tapas a utilizarse en el bioensayo.
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ANEXO N° 53.- Artemias vivas llevadas a las cajas Petri (grupos controles)
mediante micropipetas.

4

< R —

ANEXO N° 54.- Alcance de los 10 ml a las cajas Petri dependiendo de las
pipeteadas.
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ANEXO N° 55.- Grupos controles ya con las Artemias a sus diferentes
concentraciones.

ANEXO N° 56.- Después de 24 horas, conteo de nauplios de Artemias que
sobrevivieron a la concentracion de 5 ppm.
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ANEXO N° 57.- Conteo de nauplios de Artemias que sobrevivieron a la
concentracion de 15 ppm.

ANEXO N° 58.- Con la ayuda del microscopio se facilita observar el movimiento
de las Artemias.
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ANEXO N° 59.- Imagenes de Artemias captadas con el microscopio (sin exposicion
al Dicromato de Potasio).

ANEXO N° 60.- Artemias observadas desde el microscopio (expuestas al
Dicromato de Potasio).
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ANEXO N° 61.- Autores de la tesis junto al Director de la tesis.

ANEXO N° 62.- Autores de la tesis junto al Vicedecano de la carrera donando el
autoclave para el laboratorio de ecotoxicologia
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ANEXO N° 63.- Autores de la tesis junto al Vicedecano de la carrera haciendo le
entrega del microscopio digital para el laboratorio de ecotoxicologia.

ANEXO N° 64.- Autores de la tesis junto al Vicedecano de la carrera haciendo le
entrega de la estufa para el laboratorio de ecotoxicologia
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ANEXO N° 65.- Autores de la tesis junto al Vicedecano de la carrera haciendo le
entrega de la cdmara de flujo laminar para el laboratorio de ecotoxicologia
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ANEXO NF° 66.- Matriz de los Involucrados.

GRUPOS E INTERESES PROBLEMA RE%URSO E'SNEEEES CONFLICT
INSTITUCIONES S PERCIBIDOS MANDATOS PROYECTO | OS PARCIALES
Obtener
una
Contaminaci concentracion
on alos Apoyar en Is‘:‘:g:eﬁid'a
Autoridades ecosistemas la
de la Facultad de | . Conacer el acuaticos por la determinacion ”!00'?'9
Ciencias Impacto acumulacion de un indice biolégico Falta de
o ambiental : clony A determinado interés por parte
Matematicas, rovocado bor biomagnificacion | ecotoxicoldgico mediante de las
Fisicas y Ea toxicidag del de compuestos como loes la ensayos en la | Autoridades los
Quimicas de la . téxicos como el concentracion Y .
Universidad dlcromato de cromo letal media de F‘i‘C“".ad de y dema§ .
Técnica de potasio en los hexavalente en un toxico Ciencias beneficiarios
Manabi ecosistemas formas de referente sobre Matematicas, | del proyecto.
' acuaticos. Fisicas y
cromatos y un modelo Quimicas de
dicromatos.. bioldgico. la Universidad
Técnica de
Manabi.
Tener Inexistencia Emplear Proporcio
L - nar al personal
conocimientos del empleo de sustancias el
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labora en el q ecotoxicolégicos | ecotoxicolégicos | basandose en gse wir en aplicacion de
Laboratorio de y su utilidad COmMO recurso protocolos cuar?to a técnicas
Ecotoxicologia empleando para determinar establecidos eNsavos modernas en el
de la Carrerf?de sustancias la incidencia de para determinar van?/es d{) analisis
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le'mica modelos seres presentes concentracion admisibles proyectos
' bioldgicos en el medio media. ara el
definidos. ambiente. para
ambiente.
Adquirir AP"?“
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conocimientos Poca
- S para el
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o mejoramiento Que no se
cientificos que desarrollar Apoyo P .
- - S técnicas el ejecute el
Estudiantes Compleme | conocimientos institucional. analisis rovecto
' ntar y afianzar en laboratorios L proyecto.
. toxicoldgico
los estudios de modernos. :
mediante

teoria.

bioindicadores
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ANEXO N° 67.- Arbol del Problema.

Especificar los implementos necesarios
para la determinacion ecotoxicoldgica
empleando el dicromato de potasio
como el agente toxico.

Conocer el impacto

generado por la toxicidad del

dicromato de potasio

ambiental Emplear la Artemia salina

como un indicador bioldgico
para determinar la toxicidad del
dicromato de potasio

}

DETERMINAR LA TOXICIDAD AGUDA DE DICROMATO DE

POTASIO EN ARTEMIA SALINA

)

)

Tomar medidas de control de
acuerdo a los resultados para la

determinacion de la
dicromato de potasio.

Determinar las concentraciones
que de dicromato de potasio hacia
toxicidad del cuerpo receptor, que pueden
bioacumularse a través del tiempo.

Consolidar el conocimiento
teorico de los estudiantes y
contribuir en su desarrollo

cognitivo.
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ANEXO N° 68.- Arbol de Objetivos.

Implementar un banco de reactivos,
sustancias patrones, equipos Yy accesorios
necesarios para el manejo de los mismos en
las evaluaciones ecotoxicologicas en el
Laboratorio

Tabular los resultados obtenidos Describir el potencial impacto

mediante la relacion dosis - de dicromatos  (Cr,00)? 'y

respuesta, empleando el sistema de cromatos (CrO;)? al Ecosistema.

analisis de varianza ANOVA.

Exponer a diferentes Determinar la concentracion
concentraciones de Dicromato de
Potasio a la Artemia Salina empleada

como modelo biol6gico alternativo en
ecotoxicologia. efectos adversos.

letal media (CLsp) del dicromato de

potasio en Artemia Salina y los

DETERMINAR LA TOXICIDAD AGUDA
DE DICROMATO DE POTASIO EN
ARTEMIA SALINA.

Conocer la concentracién letal media de
dicromato de potasio que puede afectar a los
organismos acuaticos mediante un indicador

biolégico.

Observar el comportamiento Referenciar un modelo
del Bioindicador a diferentes biolégico sobre una sustancia
concentraciones de dicromato de patrén debido a su sensibilidad,
potasio. para establecer existencia de

toxicidad.
Evaluar los resultados

estadisticamente y verificar la el Uso de tecnologias innovadoras
nivel de concentracion letal de banco de reactivos para la
dicromato el cual ocasiono efectos y_ ., . P

de mortalidad y subletales en la ejecucion de evaluaciones eco
Artemia Salina. toxicologicas
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ANEXO N° 69.- Arbol de Alternativas.

Establecer el método experimental
mediante la exposicion de esta especie a
diferentes concentraciones de sustrato de

kocr2o7

Obtencién del LCsq tras haber aplicado métodos
experimentales y analisis estadistico de resultados

DETERMINACION DE DICROMATO DE POTASIO
EN LA ECOTOXICIDAD AGUDA DE ARTEMIA SALINA

H

. ; N4 )
Facilita a las industrias relacionadas

Prediccion de forma confiable, a

corto plazo y a bajo costo de la con la generacion de desechos
toxicidad de numerosas sustancias quimicos persistentes y téxicos como
quimicas para los ecosistemas

o el Cr VI, una herramienta de control
acuéticos

en sus descaraas

| |

Disminucién del impacto ambiental mediante

el monitoreo de este indicador bioldgico, debido
al alto indice de emisién de cromatos y
dicromatos vertidos por ciertos sectores

industriales.
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ANEXO N¢ 70.- Matriz de Marco Légico.

DETERMINACION DE DICROMATO DE POTASIO COMO PATRON EN ENSAYOS ECOTOXICOLOGICO SOBRELA ARTEMA

SALINA

Unidad Ejecutora

UNIVERSIDAD ECNICA DE MANABI/ FACULTAD DE MATEMATICAS FISICAS Y QUIMICAS

Cobertura y Localizacién

Provincia de Manabi

la relacion dosis — respuesta, empelando el
sistema de analisis de varianza ANOVA.

diversos métodos para
determinar la CL 5

estadisticos

Plazo de Ejecucion 6 meses
Objetivo Objetivo Especifico Actividades Responsables | Tiempo Indicador Verificador
General Gestion
 Describir el potencial impacto de | Recoleccion de | Autores 6 meses Marco teorico y | Documento
dicromatos (Cr207)-2 y cromatos (CrO,)? al | material bibliogréfico protocolos 0 copia de
Ecosistema. y Utiles de oficina establecidos. mismo
* Exponer a diferentes concentraciones de [ Adquisicion de | Financiado por |6 meses |El fisico de los | TULAS,
e Determinar la|Dicromato de Potasio a la Artemia Salina|jmplementos laUTM implementos BMP
toxicidad aguda |empleada como modelo bioldgico alternativo | necesarios para el EPA
de Dicromato |en ecotoxicologia. desarrollo
de Potasio en| e Implementar un banco de reactivos, | experimental
Artemia Salina | sustancias patrones, equipos y accesorios [ Analisis de | Autores 6 meses | Informe de | Documento
necesarios para el manejo de los mismos en | jahoratorio para la resultados o copia de
las evaluaciones ecotoxicologicas en el|determinacion de la mismo
Laboratorio. 3 ~ |toxicidad aguda de
» Determinar la concentracion letal media | dicromato de potasio
(CL50) del dicromato de potasio en Artemia | en Artemia salina
Salina y los efectos adversos. _ Andlisis estadisticos | Autores 6 meses | Informe de | EPA
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ANEXO N° 71.- Matriz de Monitoreo y Seguimiento.

FECHAS DE
INSUMOS EJECUCION RESULTADOS
ACTIVIDADES MEDIO DE CUANTITATIVO Y CUALITATIVO
Materiales Humanos Previsto Limites VERIFICACION 2504 50% 7504 100%
R B MB E
PRIMERA FASE
RECOPILACION DE | *Cuaderno  de | *Autores de tesis | 01/11/13 | 31/01/14 *Cuadernos de X
INFORMACION apuntes. *Director de apuntes
Obtener 'y desarrollar la informacion *Lapiceros. tesis *Computadora
SEGUNDA FASE
Realizar los andlisis ecotoxicoldgicos | *modelo *Autores de tesis * experimentos X
en la Artemia salina bioldgico *Director de | 03/02/14 | 07/03/14 *Analisis
Ensayos en el laboratorio de Eco | * Reactivos tesis *Fotos
toxicologia *Equipo de | * Laboratoristas
laboratorio
TERCERA FASE *Cuaderno  de
Establecer la toxicidad de la sustancia | apuntes *Autores de tesis * Cuadernos de X
patrones en este caso dicromato de | *Resma de papel | *Tutor 10/03/14 | 14/03/14 | apuntes
potasio. *Lapiceros *Computadora
Segln los resultados obtenidos en los | *Computadora * Andlisis
ensayos y de acuerdo a los andlisis | Impresora
estadisticos de los mismos, comparados a | Copias
los que dicta la bibliografia.
CUARTA FASE
ELABORACION *Resma de papel *Fotos X
Preparar el documento final de Tesis *Anillados 28/03/14 | 10/05/14 *Facturas
Reunién con el tribunal de revision *Computadora *trabajo Final
Reunion con Director de Tesis *Impresora
Aprobacion de Tesis *Skydrive
Empastar Tesis
Solicitar fecha de sustentacion de Tesis
Sustentar Tesis




