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RESUMEN

Se establecieron las condiciones éptimas de laboratorio, para implementar la metodologia de
toxicidad aguda, en neonatos de Daphnia magna de 24 horas de nacidos, con €l proposito de
realizar pruebas de sensibilidad, que garanticen resultados confiablesy de calidad. Se obtuvieron
los valores de CL s (Concentracion Letal Media), de cuatro toxicos de referenciac Dicromato de
potasio, sulfato de zinc, dodecil sulfato de sodio y fenol y se compararon con lo reportado por
otros autores. Se realizaron pruebas exploratorias a 24 horas de exposicion, para determinar el
rango de concentraciones finales, que se emplearian en las pruebas definitivas. Estas, se
realizaron a 48 horas de exposicion. El total de organismos por concentracion fue de 30. Ambas
pruebas se llevaron a cabo en un sistema estético, sin aimento y renovacion del medio. Se
realiz6 una prueba con alimento (Chlorella vulgaris), para comparar si € alimento gerce o no
algun efecto sobre la CLso, El total de organismos por concentracion fue de 60. El criterio
evaluado fue la inmovilizacion o mortalidad de los neonatos. La CL s, obtenida en las pruebas
definitivas para cada toxico fue: DP: 0.37y 0.31, SZ: 1.82y 1.58, DSS 10.56 y 9.45 y fenol 8.37
y 6.81 mg/l sin'y con alimento respectivamente. Se obtuvo la intensidad y sensibilidad de cada
toxico y se comparé mediante una prueba ANCOVA, transformando el porcentaje de mortalidad

(Y) (~/arcsen).Se comparo la intensidad del efecto y su sensibilidad a los mismos con y sin
alimento, a partir del modelo y= mx + b, donde m= intensidad del toxico y b= la sensibilidad del
organismo a toxico. La sensibilidad que present6 D. magna sin aimento fue
DP>DSS>fenol>ZN. El DPy el DSS, en la sensibilidad de los organismos, no presentaron una
diferencia significativa. Los mayores efectos y toxicidad se observaron con el DP. La intensidad
toxica se presento: DP>SZ>DSS=fenol. En relacion a la intensidad tOxica, cuando son
alimentados |os organismos se observé: DP>SZ>DSS>fenol. La intensidad se incremento con €l
DS, aungque en su ClLsp, no presentd diferencias significativas. El resto de los tdxicos se
comportaron de igual forma, si son alimentados o no. La sensibilidad con alimento en D. magna

fue: DSS>> DP>Fenol>SZ. La sensibilidad al DP aumentd y para e resto de los toxicos
disminuyo.



INTRODUCCION

L os acelerados procesos de contaminacion que aquejan a hombre estan, sin duda ligados
a crecimiento de la poblacion mundial y a aumento y diversificacion de las actividades del
hombre. La contaminacion es una consecuencia indeseable de los procesos productivos que
afecta no sdlo ala salud humana, sino también a la integridad de los ecosistemas, ocasionando
dafos a vecesirreversibles, tales como las pérdidas de biodiversidad (Frank et al., 1980).

Donde quizés €l deterioro ambiental se hace més grave es en e agua, pues es un insumo
basico para la subsistencia de todo organismo vivo y para las actividades productivas del
humano. La contaminacién del agua se define, como cualquier cambio, que puede afectar su uso
posterior, dicho cambio puede ser causado por la introduccién de sustancias organicas o
inorganicas, provenientes de derrames domesticos e industriales que cambian las condiciones
asépticas del agua (Chavez y Mérquez, 1985).

Desde € punto de vista de salud publica podemos definir dos tipos de contaminacion del
agua. @) contaminacion biologica a través de virus, bacterias y parésitos y b) contaminacion
quimica que es provocada por productos quimicos minerales y organicos consecuencia de
vertidos indiscriminados de desechos domeésticos, agrarios e industriales. Otro tipo de
contaminacion quimica es la causada por diversos contaminantes que entran al agua por
corrosion de las tuberias, al igual que aditivos para evitar éstay por productos secundarios de las
sustancias quimicas utilizadas para desinfectar y tratar €l agua. La corrosion de las tuberias
puede liberar metales como plomo, cadmio, hierro, zinc y niquel entre otros (Seoanez, 1995).

Para la mayoria de |os organismos acuaticos es extremadamente toxica la exposicion a un
exceso de metales pesados como Cd, Hg, Cr, Ni y Ph. Los iones metal es tOxicos suelen penetrar
a la célula a través de los mismos sistemas que utilizan los iones metdlicos fisiol6gicamente
importantes Ca, Mg, Cuy Zn. Dentro de la cadena alimentaria, 10s organi smos fotosintéticos son
las principales vias de acceso de los metales pesados hacia los animales y el ser humano. El
incremento en los valores de |os metal es pesados en la biosfera, es el resultado de perturbaciones
originadas por e hombre en e medio ambiente o por fenébmenos geoldgicos. En las ultimas
décadas se ha incrementado la contaminacion de la atmésfera, los rios, los océanos y |os suelos
por metales pesados, como consecuencia de la actividad industrial y de la explotacion minera
(Nriagu y Pacyna, 1988).

En vista de la diversidad de efectos toxicos, se emplean estudios para determinar los
efectos de una sustancia toxica. Un estudio de este tipo provee informacion sobre latoxicidad de
una sustancia sometida a prueba. Los efectos téxicos pueden incluir letalidad (mortalidad) y/o
efectos subletales como: cambios en € crecimiento, desarrollo, reproduccion, respuesta farmaco
- cinética, patologia, bioquimica, fisiologia y conductual, sus efectos pueden ser expresados en
diferentes formas, (Frank et al.,1980; Alasdair y Neilson 1994).

La Toxicologia estudia los mecanismos de ingreso, transformacion y excrecion de los
toxicos, asi como el estudio de los mecanismos a nivel molecular y celular de los procesos de
produccion de dafios y de desintoxicacion. La descripcion de esos procesos, tiene por objetivo
principal entender las causas de la gran variabilidad que existe en la respuesta de los diferentes
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individuos y especies a la agresion quimica. La variabilidad de las respuestas tdxicas obliga, en
el estudio de la toxicologia ambiental, al tratamiento de las posibilidades de dafio, en lugar de la
estimacién cuantitativa del dafio mismo. La toxicologia ambiental, estudia los dafios causados a
organismo por la exposicion alos toxicos que se encuentren en el ambiente. Ayuda a evaluar los
impactos que producen las sustancias quimicas segun su grado de riesgo y consecuentemente
establecer normas de seguridad adecuadas para un manejo seguro (Kopplin, 2001).

Una rama de la toxicologia ambiental, es la acuatica que se encarga del estudio
cualitativo y cuantitativo de los efectos toxicos de diversos quimicos en organismos acuéticos.
Asimismo, la toxicologia acuética concierne a las concentraciones o cantidades de quimicos que
puede esperarse encontrar en dicho ambiente (Rand y Petrocelli, 1985).

Una de las formas basicas de prevenir los problemas derivados de la contaminacién es el
control periddico de la calidad del agua, es decir, conocer qué sustancias tiene disueltas o
suspendidas. El agua puede diluir los contaminantes al igual que transportarlos, siendo un medio
excelente para acelerar las reacciones quimicas entre las sustancias disueltas, cambiando la
toxicidad de muchas de ellas y la biodisponibilidad a los organismos. Para conocer la presenciay
concentracion de las sustancias existentes potencialmente toxicas, que puedan encontrarse en €l
ambiente acudtico se debe realizar un andlisis o evaluacion especifico (Harte, 1991).

Una de las evaluaciones de la contaminacion del agua por sustancias quimicas, se realiza
mediante |a aplicacién de pruebas de toxicidad o bioensayos con organismos adecuados para este
propésito, ya que las evaluaciones fisico-quimicas no resultan suficientes para la valoracion de
los posibles efectos sobre la vida acuatica (Peter, 1993).

L as pruebas de toxicidad son estudios donde se eval Ua la respuesta de | os organismos que
son sometidos a una serie de concentraciones de una sustancia 0 una mezcla de sustancias por un
tiempo definido y que pueden actuar aisladamente o en combinacion con otros compuestos de la
mezcla. Estas pruebas evallan lainmovilidad o mortalidad (efecto agudo) del mismo, o bien dan
una respuesta retardada (efecto cronico), que pueda afectar el crecimiento, la reproduccion, el
comportamiento u ocasionar mutaciones en |os organismos expuestos, por mencionar algunos de
los efectos. Ambas pruebas resultan Utiles para numerosos propositos que incluyen: a)
sensibilidad de |os organismos acudticos ante la presencia de agentes toxicos, b) magnitud que ha
de tener el tratamiento de los desechos para cumplir con los requerimientos de control de
contaminacion del agua, ¢) efectividad de estos métodos de tratamiento de desechos, d) tasa de
descarga vertida permitida, €) concordancia entre las normas de calidad de agua, f) los
condicionamientos a los vertidos y g) 1os permisos de descarga (APHA, 1995).

Una de las ventajas de | as pruebas de toxicidad es que ayudan aevaluar la eficiencia de un
tratamiento que se aplica a un tipo de residuo toxico liquido o sdlido antes de ser arrojados a
ambiente y que cumplan con las normas de proteccién a ambiente (APHA, 1995; NOM-AA-
087, 1995). Asimismo, dichas pruebas aplicadas a muestras de los sitios receptores, permiten
saber s existe biodegradabilidad o biotransformacion del téxico vertido y que pueda ser
perjudicial al ambiente. Asi como la presencia de otra sustancia que resulte toxica o algun agente
que pueda producir un efecto adverso en los organismos y dafiar su estructura o funcion
fisiologica o bioquimica pudiendo incluso llevarlo a la muerte (Worden, 1974; Lozano, 1997).



Dichos dafios pueden ser referidos a mutaciones, efectos fisioldgicos, conductuales,
reproductivos etc. (Gersich, 1984; Jansen y Persoone, 1993). Sin embargo, las sustancias no
presentan el mismo grado de toxicidad, es decir, algunas seran mas toxicas que otras.

Todas las sustancias quimicas pueden alterar alguna funcion o producir la muerte en
algun organismo, por o que podria considerarse que “todas |as sustancias son toxicas’, todas las
sustancias son veneno y no hay ninguna que no tenga efecto toxico y es la dosis lo que hace la
diferencia entre ser y no ser tdxico. Esta aseveracion permite enfatizar la importancia de la
evaluacion de las sustancias quimicasy las circunstancias con las cuales pueden producir efectos
adversos (Lacouture, 1984).

Lo que se denomina efecto o respuesta toxica, es un cambio organico permanente que
debe de poder ser medido en el componente bajo estudio y tener un valor de cero cuando la dosis
es cero. La medicién puede hacerse a diferentes niveles: molecular, celular, 6rgano, organismo,
pero independientemente del nivel, e efecto debe ser medible. La correspondencia entre la
cantidad de toxico y la magnitud del efecto es lo que se conoce como la relacion dosis-efecto o
dosis respuesta (Lu, 1985).

El factor que determina que un agente sea potencia mente dafiino o inocuo es la relacion
entre la concentracion del quimico al que es expuesto el organismo y la duracion de la
exposicion. Una medicion de la respuesta del efecto, resultante de la exposicion, es la relacion
“dosis-respuesta’. La concentracion y el tiempo requerido para producir un efecto adverso varia
con el quimico, la especie de organismo expuesto, asi como la etapa del ciclo de vida en que se
encuentre y la severidad del efecto; este contacto entre el organismo y el quimico es llamado
exposicion (Lu, 1985; Rand y Petrocelli, 1985).

En la medicion de la toxicidad, los factores méas significativos relacionados a la
exposicion son: la especie, duracion y frecuencia de exposicion y la concentracion. Ademas, se
ha demostrado que los neonatos y los animales muy jévenes, 0 muy viejos en general, son mas
susceptibles a los tdxicos. Lo que se atribuye a diferencias en varias enzimas de desintoxicacion.
(Kopplin, 2001).

El tiempo de exposicion de los animales a los tdxicos tiene un efecto profundo en el
porcentgje de respuesta de la poblacion. El tiempo de respuesta puede ser definido como el
tiempo requerido para una respuesta efectiva en la dosis. Muchos factores pueden influir en la
respuesta - tiempo, como la toxicidad, concentracion y condiciones fisicas. La penetracion y
translocacion del sitio de accidn y la actividad fisicay metabdlica del animal de prueba (Donald
y Boyd, 1967).

Una sustancia téxica puede causar dafio solo después de ser absorbida por € organismo.
La absorcion puede ocurrir a través de la piel, €l tracto gastrointestinal y varias rutas de menor
importancia. La naturaleza e intensidad de os efectos de un producto quimico en un organismo
dependen de su concentracién en los érganos objetivo. La concentracion depende no solo de la
dosis administrada sino también de otros factores. absorcion, distribucion, unidon y excrecion.
Para que un producto quimico sea absorbido, distribuido y eventualmente excretado, una
sustancia toxica debe atravesar varias membranas celulares. Una membrana celular consiste
generalmente en una hicapa de moléculas de lipidos con proteinas diseminadas en toda la
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membrana. Existen cuatro mecanismos por |os cuales puede pasar una sustancia toxica por una
membrana celular; el méas importante de ellos es la difusion pasiva a través de la membrana. Los
otros son la filtracién a través de los canales de la membrana, transporte mediado por un
portador, pinocitosis y fagocitosis por parte de la célula. Los dos Ultimos mecanismos son
diferentes en el sentido de que la célula toma parte activa en la transferencia de una sustancia
toxica através de sus membranas (Hodgson y Dauteman 1980).

Se sabe que muchos productos quimicos sufren biotransformacion (transformacion
metabdlica) mientras estan en los 6rganos y tejidos. Por o tanto, la biotransformacion es un
proceso que, en general, convierte los compuestos originales en metabolitos y después forma
conjugados. Los metabolitos y conjugados suelen ser més solubles en el agua'y mas polares, de
aqui que sean maés fécilmente excretados. En consecuencia la biotransformacion puede
considerarse un mecanismo de desintoxicacion por parte del organismo. La tasa de
biotransformacion y el tipo de esta conversion de una sustancia téxica difieren de una especie
animal a otra, e incluso de una variedad a otra. Hecho que a menudo constituye la diferencia de
toxicidad en los animales. La edad, el sexo del animal y las exposiciones a otros productos
quimicos puede alterar también la biotransformacién (Reeves, 1981).

La regulacion y manejo de contaminantes en ambientes acuaticos estan basados en
informacién toxicoldgica, que incluye la cuantificacion de la respuesta biologica con una
concentracion del contaminante, por algun periodo definido de exposicion. Esta regulacion y
manejo de sustancias y desechos toxicos se ha realizado principalmente con microorganismos
acuaticos, los cuales han demostrado que son adecuados y recomendables para la evaluacion de
la toxicidad aguda en muestras ambientales (agua y sedimento), principalmente en las fases de
seleccion e identificacion de las éreas mas criticas, en aquellos casos que no se exige €
desarrollo de ningln protocolo en particular y en las etapas iniciales de evauacion de la
toxicidad (Ramirez, 1997).

La sensibilidad de un organismo a una sustancia toxica, es una propiedad que varia
considerablemente de una especie a otra, y depende de varios factores como son: su
metabolismo, edad y factores ambientales. Asimismo, organismos de la misma especie, pueden
responder de diferente manera, a la misma concentracién del toxico y de un tiempo a otro, aln
cuando todas | as otras variables se mantengan constantes (SO 6341, 1982; Walker, 1990).

La sensibilidad del organismo de prueba empleado, esta dada por la repuesta que
despliega € mismo al ser expuesto a un toxico. Si su sensibilidad a téxico es muy alta, la
concentracion necesaria para producir un efecto serd muy pequefia y viceversa (Rand vy
Petrocelli, 1985; Zufiga, 2002).

Sin embargo, en € caso de compuestos quimicos definidos hay que tener en cuenta
adicionalmente su toxicocinética, la cua considera en el tiempo la biodisponibilidad, la
absorcién, la depositacion y acumulacion en un tejido u érgano blanco, la biotransformaciony la
excrecion o eliminacion (Frank et al., 1980).



La toxicocinética junto con la sensibilidad del organismo de prueba, determinan la
potencia o intensidad del efecto toxico de los compuestos evaluados. Esto es una respuesta
integral del organismo. Si hay una alta biodisponibilidad de un téxico y éste es rgpidamente
absorbido, se esperaria una alta toxicidad o mortalidad. Sin embargo, s la sensibilidad del
organismo a éste es baja, €l resultado serd un nivel de toxicidad bajo. El cual solamente se veria
incrementado, hasta e momento en que se eleven los niveles bioacumulados del toxico en un
tiempo prolongado. Puede ocurrir ademés, otro tipo de respuesta en la que existe una baja
absorcion, pero una ata sensibilidad del organismo, dando como resultado una ata toxicidad y
mortandad (Zuniga, 2002).

De acuerdo a Milller, (1980) y Buikema et al., (1982), la seleccion de especies de prueba
en toxicologia acuética se debe basar en los siguientes criterios y requisitos a) la importanciay
representabilidad ecoldgica y/o economica del organismo, b) su posicion dentro de las tramas
troficas, que debe relacionarse directamente con otras especies importantes, ¢) de amplia
distribucion y de suficiente disponibilidad, ademas de que debe ser facil de cultivar y/o mantener
en condiciones de laboratorio, d) de respuesta sensible y uniforme a diferentes toxicos y con
diferentes condiciones y €) el que exista una cantidad adecuada de informaciéon sobre los
principal es aspectos bioldgicos y ecol bgicos de dicha especie.

Entre los microorganismos acuéticos que mas se han empleado, para este fin se
encuentran los microcrustaceos, llamados comunmente pulgas de agua, pertenecientes al Orden
Anomopoda, Familia Daphnidae. Entre las especies mas empleadas dentro de esta familia se
encuentra Daphnia magna, Daphnia pulex y Ceriodaphnia dubia las cuales se han utilizado y
estudiado por su alta sensibilidad y eficiencia (Walker, 1990).

En animales acuaticos, €l proceso de capacitacion de sustancias toxicas, se efectla
mediante tres procesos principales: 1) A través de superficies respiratorias como las branquias,
2) adsorcion del agua a las superficies corporales 3) a través del aparato digestivo. En los
microcrustéceos, €l proceso de capacitacion se efectla por adsorcién en la superficie corporal
(como la cuticul@), seguida de difusion através del epitelio branquial (Moreno y Devars, 1999).

Particularmente D. magna es considerada como especie de referencia internacional en la
mayoria de los protocolos de evaluacion existentes, publicados por entidades como la
Organizacion Alemana de Estandarizacion (DIN, por sus siglas en inglés), la Organizacion
Internacional de Estandarizacion (I1SO, por sus siglas en Inglés), la Sociedad Norteamericana de
Pruebasy Materiales (ASTM, por sus siglas en inglés) y la Agencia de Proteccion Ambiental, de
los Estados Unidos de Norteamérica (U.S. EPA por sus siglas en inglés) ya que se gjusta
perfectamente a los criterios de seleccién mencionados por Buikemaet al., (1982).

El empleo de Daphnia magna en este tipo de estudios, se fundamenta en la amplia
informacion que se tiene sobre su biologia, asi como su sensibilidad a una amplia gama de
toxicos, ademés de su fécil cultivo en condiciones controladas de laboratorio en poco tiempo y
espacio (ASTM, 1988, Mufioz y Ramirez, 1990).

Daphnia magna, habita en lagos y lagunas, se alimenta de algas microscopicas y sirve a
su vez, de alimento a los peces. Los d&fnidos tienen un ciclo de vida corto (3 a4 semanas) a la
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cual se le suma unafecundidad alta; unavez acanzada su madurez, se reproduce cada 48 horas.
Todos los descendientes son genéticamente idénticos, debido a que se reproducen por
partenogénesis, 10 que los hace ideales para pruebas de toxicidad (Goulden y Comotto, 1982;
Paggi, 2002).

Con Daphnia magna se realizan generamente, dos tipos de bioensayos: de toxicidad
aguda y de toxicidad cronica. Las pruebas de tipo agudo, son las més sencillas y de corta
duracion, en la cua intervienen administraciones repetidas, generalmente sobre una base de
horas o dias. Estos estudios, indican las dosis que se utilizaran en estudios més prolongados. El
efecto comunmente evaluado es la mortalidad. Evaluandose la concentracion del téxico
(conocido o desconocido) que es capaz de matar o inmovilizar al 50% de la poblacion (CLsg) en
48 horas. Sin embargo, estas pruebas constituyen solo la primera aproximacion al conocimiento
de latoxicidad de los compuestos y efluentes, ya que incluso, el no detectar respuestas letales (en
tiempos de exposicion cortos), no es sinénimo de inocuidad del efluente o material evaluado.
L os estudios cronicos o alargo plazo, implican administraciones repetidas en un periodo de toda
la vida o cuando menos una fraccion importante de ella. Los fines de los estudios, son definir la
naturaleza de la toxicidad de la sustancia téxica y determinar un nivel de efecto nulo o de
inocuidad (NEN). Este es el nivel de dosis maxima gue no induce ningun signo de toxicidad en
las especies de animales de prueba (Rand y Petrocelli, 1985; Lu, 1985).

Si una prueba de toxicidad aguda no detecta efecto aguno de mortandad o
inmovilizacion, esto no siempre significa que el agua analizada no contenga sustancia alguna
capaz de producir otro tipo de dafio. Para estos casos, se utilizan las pruebas de toxicidad crénica
en los que la evaluacion se basa en la capacidad reproductiva o crecimiento de los individuos. Es
posible, entonces, con estas técnicas dar en pocas horas una respuesta sobre la incidencia de
efluentes industriales en un ambiente acuatico (ASTM, 1988; EPS, 1990 a).

En todas las metodologias estandarizadas para ensayos toxicol6gicos con D. magna, se
recomienda el uso de neonatos, que son juveniles que cuentan con menos de 24 horas de nacidos,
y que constituyen la etapa mas sensible y de respuesta més homogénea cuando se someten al
efecto de compuestos toxicos. Se ha observado ademas, que la talla de los neonatos de las
primeras reproducciones es menor. De acuerdo alo mencionado, se esperaria que la respuesta de
intoxicacion difiriera ain para la progenie de la misma hembra partenogenética mantenida con
las mismas condiciones de cultivo, dependiendo de su nimero de reproduccion consecutiva, y
por lo tanto de su edad. Esto ha sido considerado en parte, en algunos métodos de prueba
estandarizados que recomiendan descartar las primeras dos o tres progenies y sdlo emplear para
pruebas los neonatos de las subsecuentes reproducciones. Relacionado con este mismo aspecto
esta € de la duracidn adecuada de un lote activo de reproductores, pues resulta 16gico suponer
que la progenie de individuos viejos podria dar respuestas diferentes, ademas de la reduccion en
la fecundidad y € probable aumento en el intervalo entre reproducciones (Martinez- Jerénimo,
1995).

La sensibilidad de Daphnia magna ha sido evaluada mediante el empleo de toxicos
establecidos o de referencia con la finalidad de obtener la CLsy (concentracion letal media)
conocida en bioensayos de 48 y 96 horas (NOM — AA-087-1995-SCFI). Un toxico de referencia,
es un quimico usado en pruebas de toxicidad, que provee resultados que pueden ser comparables
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dentro y entre laboratorios. Pueden ser de un solo componente 0 mas y son utilizados en
programas que aseguren la calidad y control en pruebas de toxicidad acuatica. Los toxicos de
referencia tiene como principales caracteristicas las siguientes: amplio espectro toxico, facilidad
de obtencion en forma pura, alta solubilidad en agua, persistencia y estabilidad en solucién,
estabilidad en almacenamiento y facilidad de cuantificacion. La realizacion de dichas pruebas es
importante, ya que de esta manera se asegura la confiabilidad de los resultados obtenidos
(OECD, 1984).

El dicromato de potasio (DP), es considerado como un téxico de referencia ampliamente
empleado en pruebas de toxicidad acuatica. Debe sefialarse que en los ambientes acuéticos es
importante, ya que su toxicidad se da principa mente por exposicion a soluciones del compuesto,
mas gque por formas absorbidas en particulas y en organismos bentonicos. Este toxico se
encuentra disponible en el agua intersticial, por o que su sensibilidad es semejante a la de los
individuos que se distribuyen en la columna de agua (Gendusa et al.,1993). El dicromato de
potasio, produce efectos citotoxicos y mutageénicos debido a su capacidad de ligarse con e DNA
celular (Gorbi et al., 1996). De ta manera, que es uno de los toxicos que produce mayores
impactos en |os sistemas acuati cos receptores de descargas contaminantes.

El Zn es un constituyente esencial de varias metaloenzimas y se encuentra ampliamente
distribuido en los tejidos animales, cumple con funciones estructurales, cataliticas y reguladoras,
necesarias para el crecimiento, €l desarrollo y ladiferenciacion celular (Venegas-Pérez, 1996). A
pesar de que el zinc es un metal esencial en los organismos, a elevadas concentraciones resulta
toxico para los organismos acuéticos (Calow, 1998). Pudiendo alterar la membrana branquia y
reducir laeficiencia en el transporte de oxigeno (Manson, 1997; Calow, 1998).

La entrada del Zn en los crustéceos se incrementa cuando |a biodisponibilidad es mayor,
pero ésta, de igual forma se elimina, resultando en una cantidad constante en e cuerpo
(Rainbow, 1997). Sin embargo, a incrementarse las concentraciones ambientales por arriba de
un limite, la habilidad regulatoria se rompe y tiende a bioconcentrarse €l zinc en €l cuerpo.

El dodecil sulfato de sodio (DSS) es un surfactante anionico; donde la principal accion
toxica, que se considera como la causa de muerte en |os organismos es la reduccion de latension
superficial del agua inducida por €l detergente. Esto modifica la permeabilidad de los epitelios
branquiales, alterando los procesos de intercambio idnico y gaseoso (Espinaet al., 1986) y llega
a destruir el epitelio branquia e intestinal (Ribelles et al.,1995; Nufez, 2002), debido a una
deformacion de lamembranay organelos llevandolo hasta unalisis celular.

El fenol es considerado como un compuesto rapidamente biodegradable en el ambiente
en una amplia variedad de condiciones. El fenol se volatiliza aceleradamente del suelo, pero no
del agua. Este compuesto presenta un factor de bioacumulacion bajo. El valor para Daphnia y
algunas especies de algas, es moderado, debido a que el fenol es en seguida metabolizado por lo
que no tiende a bioacumularse. El fenol puede causar problemas de disminucion de oxigeno,
relacionado a una alta concentracion relativa en la superficie del agua. Esta es una de las causas
por la que este toxico origina la muerte en los organismos que habitan en ambientes acuaticos
(Crookes, 1996).
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La sensibilidad de respuesta, y por lo tanto la repetibilidad de las evaluaciones con D.
magna, dependen en buena medida de las condiciones de cultivo, por o que es preciso garantizar
la calidad 6ptima de los neonatos, a fin de evitar que la respuesta observada esté sesgada por las
condiciones de mantenimiento de los padres, y que sea exclusivamente reflgjo del tdxico
evaluado (Martinez-Jerénimo, 1995).

En vista de lo anterior, es importante realizar un control de los organismos de prueba,
mediante el empleo de diferentes toxicos de referencia con el propésito de garantizar la precision
y reproducibilidad en los resultados, evaluando su efecto y considerando algunos factores
biol 6gicos (alimentacion) y fisicoquimicos que puedan influir en los mismos.
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ANTECEDENTES

Las pruebas con nuevas sustancias quimicas empleando D. magna han aumentado, como
resultado del incremento de la industrializacion, la alta demanda de productos quimicos, asi
como, la gran cantidad y variedad de sustancias toxicas de origen industrial y urbano, que son
vertidos en los cuerpos de agua dando como resultado un aumento cada vez mayor de la
contaminacion.

Breukelman, (1932) encontr6 que Daphnia magna era més susceptible a cloruro de
mercurio durante la primera descendencia. Esta se veia disminuida a medida que la edad se
incrementaba. También observd que e cese de los movimientos acuéticos (que propuso Ilamar
inmovilizacion), se daba un poco después de que los movimientos de D. magna cesaban, pero €
latido del corazon y respiracion continuaban mucho mas tiempo que en otra especie Daphnia
pulex.

Posteriormente, Anderson (1944), evalud 42 sustancias que Se encontraban presentes en
descargas industriales, evaluando los limites de concentraciones a las cuales se producia la
inmovilizacion de D. magna. Este autor encontré que los limites de concentracion se definian
como las concentraciones mas altas a las cuales se da la caida o inmovilizacion de los
organi smos con exposi ciones prolongadas.

Otros investigadores realizaron también estudios semejantes evaluando la sensibilidad de
D. magna con sustancias toxicas, como por gemplo los realizados por Freeman (1953), quien
evalud la toxicidad de diferentes sulfanatos, que estaban presentes en descargas industriales,
comparando la toxicidad de los sulfanatos arométicos y acalinos, observando que
aparentemente, |os arométicos eran mas toxicos.

Leeuwangh (1978), considera que D. magna, es una especie que permite establecer
criterios de calidad del aguay es ademas, un organismo de prueba bastante apropiado para: a)
evaluaciones de la toxicidad aguda de compuestos quimicos, en condiciones estandarizadas
(clasificacion de la toxicidad), b) monitorear efluentes, y ¢) conduccién de pruebas de carécter
legal. Por su parte Nikunen y Micttinen (1985), concluyen también que la prueba de toxicidad
aguda con D. magna resulta muy adecuada parala evaluacion de latoxicidad de efluentes.

Aunado a estos trabgjos, se han realizado estudios para examinar la precision de D. magna
en pruebas de toxicidad. Gersich et al.,(1986), mantuvieron controlados |os factores ambientales
gue pudieran influir en los resultados y cuantificaron las variaciones en la CLsy, haciendo
réplicas en igualesy diferentes tiempos. Las pruebas de toxicidad aguda que fueron conducidas
en el laboratorio se hicieron con €l fin de determinar la toxicidad del clorobenzeno, cloroformo,
p-dicloroobenzeno, glicol, etileno y fenol.

Los resultados obtenidos por diferentes investigadores, son comparables y en genera
Daphnia magna es menos tolerante que otros organismos (como 10s peces) a sustancias toxicas
(Baudo, 1987).
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Cowgill y Milazzo, (1991a) observaron la respuesta de carbonatos alcalinos y cloruro de
sodio, en dos especies; D. magna y Ceriodaphnia dubia. Encontraron que D. magna era mas
tolerante, a altos niveles de acalinidad y a cloruro de sodio que C. dubia. La sensibilidad de D.
magna y C. dubia a varios niveles de carbonato y acalinidad y a toxico de referencia NaCl
fueron examinados en agua reconstituida usando tres medios de cultivo: D. magnha fue mas
tolerante a altos niveles de alcalinidad y al cloruro de sodio que C. dubia.

Oikari et al., (1992), probaron diferentes toxicos. sulfato de cobre, sulfato de cadmio,
sulfato de zinc y dicromato de potasio, usando Daphnia magna. Los vaores de ClLsp se
obtuvieron a 48 horas de exposicion con un limite de confianza del 95%. El cadmio resulto ser €
maés téxico.

Para determinar la toxicidad de productos quimicos y €l monitoreo de efluentes
industriales y sistemas de tratamiento de aguas residuales fueron probados diferentes toxicos de
referencia como: sulfato de cobre, sulfato de zinc, cloruro de cadmio, dicromato de potasio,
fenol, dodecil sulfato de sodio y tolueno. Los resultados de este estudio indican que e uso de
toxicos, funciona como indicador de estrés subletal en pruebas de toxicidad, muy Util, de costo
efectivo, corto tiempo de exposicion, y simplicidad en el experimento (Jansen y Persoone, 1993).

Fargasova (1994), empled a Daphnia magna y a Tubifex tubifex, que son dos organismos
importantes en la cadena alimentaria, a los que calcul6 la CLs con diferentes metales (As, Pb,
Cr, Hg y Cd) en forma de sales. Observo que T. tubifex es més resistente a los efectos tdxicos de
los metales pesados, pero entre ambas especies existen diferencias entre la toxicidad de los
metales. Ademas, observé que los efectos tdxicos de los metales pueden variar dependiendo de
los factores ambientales (como pH, temperatura etc.,) de las propiedades fisicoquimicas del
agua, de los elementos probados y |as especies biol gicas empleadas.

Knops et al., (2001), presentaron la relacion entre los cambios en la fisiologia energética
de Daphnia magna y alteraciones en €l crecimiento, desarrollo y reproduccién, encontrando que
los quimicos no cambian los costos metabdlicos. Sin embargo, inducen alteraciones en la
ganancia neta del carbono, crecimiento y reproduccion.

Por otra parte, se han realizado estudios que incluyen la estandarizacién de la técnica o
procedimiento que se debe de seguir durante un ensayo de toxicidad empleando D. magna. Entre
los que se encuentran, el realizado por Frear y Boyd (1967). Ellos detallan las condiciones
Optimas para el cultivo de D. magna, bajo condiciones controladas de |aboratorio, para utilizarlas
en pruebas de toxicidad. Estos autores lograron mantener un cultivo inicial, con la finalidad de
que las hembras se reprodujeran asexualmente por partenogénesis teniendo una poblacion
homogénea, con la cual evaluaron residuos de pesticidas. Encontraron gue algunos de éstos, eran
extremadamente toxicos a D. magna en concentraciones menores a partes por trillén en el agua.

La Toxic Substances Controls Act (1976), (TSCA por sus siglas en inglés), y la Resource
Conservation and Recovery Act (1976), (RCRA por sus siglas en inglés), dictaminaron evaluar
los efectos en la biota acuética por exposicién a materiales toxicos. Debido a esto, la ASTM,
(1978) publicd los lineamientos de estandarizacion de las técnicas y evalud el efecto cronico en
el ciclo de vida en pruebas de toxicidad, con especies acuéticas, entre ellas D. magna. Estas
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pruebas facilitaron la comparacién de los datos de toxicidad entre diferentes especies de pruebay
entre diferentes sustancias quimicas.

La U.S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA por sus siglas en inglés), desde
1980, ha conducido pruebas de toxicidad aguda, utilizando toxicos y estableciendo métodos de
prueba para la evaluacion de efluentes con diferentes especies como son microcrustaceos (D.
magna) bacteriasy algas verdes (U.S. EPA, 1982).

Posteriormente, la ASTM (1988), publicd una guia para la conduccién y renovacion del
método de prueba de toxicidad con D. magna, dando a conocer € uso de una técnicarenovada, y
aclarando su uso con otras especies de Daphnia. Ademés, este mismo documento puede sufrir
modificaciones especiales de acuerdo a las necesidades y circunstancias a momento de
desarrollar una prueba de toxicidad, con el propdsito de comparar resultados. Este procedimiento
es aplicable a muchos productos quimicos, comercialesy mezclas.

La Environmental Protection Conservation and Protection Environment de Canada (EPS
1990a), han realizado trabajos, sobre nuevas pruebas de toxicidad acuatica con D. magna,
evaluando y controlando sustancias individuales y mezclas, las cuales estan presentes en aguas
industriales residuales y en aguas municipales. Implementaron programas en laboratorios, que
aseguren y garanticen resultados, para posteriormente llevar a cabo comparaciones con otros
laboratorios, con los mismos intereses. Ademas, de establecer el método de prueba para la
determinacion de laletalidad aguda de efluentes (EPS, 1990Db).

Aunado a estos estudios, en México se han realizado trabajos que norman aspectos
toxicologicos y evaluaciones rutinarias de productos potenciamente téxicos. En 1994, €
gobierno adopt6 una nueva legislacion concerniente a los niveles maximos de descarga en aguas
receptoras. Estaley federal especifica el procedimiento para un método analitico para determinar
las concentraciones de toxicos organicos e inorganicos, aplicables a 28 sectores de la industria.
Incluye el uso de organismos de prueba como Daphnia magna, Vibrio fischeri y Artemia
franciscana, como una alternativa tecnol dgica para evaluar la calidad del agua (Pica-Granados et
al., 2000).

Como consecuencia de lo anterior, y la necesidad de reestablecer un control sobre las
descargas de substancias téxicas a los cuerpos de agua en México, la estandarizacion de las
pruebas se volvio urgente. En 1995, surge la metodologia de andlisis biolégico para la
determinacién de la calidad de cuerpos de agua, aguas residuales y sustancias puras y
combinadas. Mediante pruebas de toxicidad empleando Daphnia magna: Norma Oficiad
Mexicana, Prueba de Toxicidad Aguda con Daphnia magna Straus (Cladocera Crustécea)
Método de Prueba SCFI (1995). En ella se enumeran los pasos a seguir para e cultivo y
mantenimiento de D. magna; la evaluacion de sensibilidad con toxicos de referenciay e método
de prueba para la evaluacion de efluentes.

México particip6 recientemente en un programa de intercalibracion y estandarizacion de
una bateria de métodos de prueba de toxicidad aguda (conocido como WaterTox) que incluiala
participacion de Universidades de Argentina, Chile, Colombia, Canada, la Indiay Ucrania. Las
pruebas incluian un estudio con lechuga (Lactuca sativa), Allium sp., Daphnia magna, Hydra
attenuata y € neméatodo Panagrellus redivivus (Pica-Granados et al., 2000).
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Por otro lado, son muchos los estudios relacionados con €l tipo de alimento suministrado
a Daphnia magna, durante pruebas de toxicidad. Stephenson y Watts (1984), observaron que €l
tipo de aimento modifica la sensibilidad a cobre con D. magna, con animales alimentados con
algas, ya que son menos sensibles que agquellos alimentados con diferentes dietas artificiales. La
realizacion de pruebas de toxicidad, se llevaron a cabo comparando la mortalidad de los
dafnidos en presenciay ausencia de alimento y con dafnidos de un dia a siete dias de nacidos,
concluyeron que la falta de alimento incrementa la mortalidad de D. magna alin cuando estos no
mueren directamente por lafalta de alimento, esto puede influenciar los valores de CL 5.

Taylor (1985), observo que lalimitacion en la concentracion de alimento puede afectar €l
crecimiento y la reproduccion de los organismos, como consecuencia la produccion de neonatos
se ve disminuida significativamente.

Enserink et al., (1990) observaron que el nivel del alimento de Chlorella pyrenoidosa
afect6 el tamafio y el cuerpo de los neonatos y la sensibilidad de crianza de D. magna durante
pruebas de toxicidad agudas. Cox et al., (1992) reportaron que tanto la cantidad, como las tallas
de los neonatos de D. magna se modifican por las variaciones en las raciones de alimento
materno.

Kungolos y Aoyama (1993), evaluaron la toxicidad de dos metales, cadmio y cromo en
ausencia de alimento. Administraron el metal y observaron que el cadmio es mas toxico paraD.
magna que para otros organismos. Probaron ademas, durante cuatro dias, diferentes
concentraciones de cadmio, con alimento (Chlorella ellipsoidea) y sin alimento. Entre los
resultados gue obtuvieron se encuentran que el efecto del alimento dependia de la concentracion
del toxico, en algunos casos (primer dia) la presencia de Chlorella hacia que la toxicidad
disminuyera y en otros casos (del segundo dia en adelante) su presencia provocaba un ato
porcentgje de mortalidad, es decir aumentaba la toxicidad. Una posible explicacion a este
fendmeno es que Chlorella sufria un significante peligro por el cadmio Unicamente en un rango
de concentraciones que van de menor a mayor magnitud.

Sin embargo, Martinez et al.,(1994), observaron que la concentracion del alimento tenia un
efecto sorprendente sobre la supervivencia y reproduccién en D. magna. El uso de diferentes
especies de microalgas como alimento afecta la capacidad de D. magna para producir neonatos
como organismos de prueba. Asimismo, observaron que las condiciones del aimento durante el
cultivo de hembras para la produccién de neonatos, debe ser controlada cuidadosamente, ya que
los resultados pueden ser fuertemente influidos por el aimento y por los niveles en que se
suministre.

Martinez-Jeronimo y Garcia-Gonzalez (1994), observaron que €l suministro de alimento es
un factor importante que influye en la respuesta de los organismos a téxico durante pruebas
subcronicas y cronicas. Probaron Scedenesnus incrassatuluss, como aimento y DSS como
téxico en Daphnia magna.
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Por otra parte, Cafizares-Villanueva et al.,(1999), elaboraron un estudio de toxicidad
aguda con D. magna utilizando efluentes, en los cuales previamente se habian utilizado dos
cultivos distintos de Chlorella vulgaris (algas inmovilizadas y algas en suspension) para remover
cadmio, zinc y una mezcla de ambos metales. Observaron que en general el cultivo de Chlorella
inmovilizada tuvo un mayor porcentaje de remocion de metales y ademas, que los valores de
CLso obtenidos para los cultivos inmovilizados, fueron més altos que los obtenidos para los
cultivos en suspension.
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JUSTIFICACION

Uno de los principales problemas en el control de calidad de aguas residuales y vertidos
toxicos es la falta de una metodol ogia adecuada para caracterizar € riesgo ambiental, es decir,
los efectos tdxicos de las sustancias contaminantes presentes en esas aguas. Las aguas residuales
y vertidos téxicos incluyen mezclas de contaminantes complejos procedentes de descargas
industriales y domésticos. Por €ello, para su control es preciso desarrollar métodos cuantitativos
paralelos a la caracterizacion quimicay ecolégica, relativamente rapidos y econdmicos. Siendo
las pruebas de toxicidad, adecuadas para este propdsito, empleando organismos de prueba.

Las pruebas de toxicidad son una alternativa viable para la evaluacion de la calidad del
agua, debido a su reducido costo de realizacion y ala rapidez con que pueden predecir el grado
de afectacion por sustancias toxicas que se presenta en un ecosistema.

Para la realizacion de pruebas de toxicidad con organismos, éstos se deben seleccionar
tomando en cuenta criterios como son: contar con una amplia informacién en cuanto a su
biologia y ecologia, poder predecir los efectos de los contaminantes en el ambiente con ellos 'y
poder realizar comparaciones de los resultados entre laboratorios, facilidad de cultivo,
mantenimiento y, sobre todo, la economiay simplicidad en las pruebas.

De acuerdo a lo anterior, Daphnia magna cumple con la mayoria de los puntos antes
mencionados, representando ventajas en su empleo como son: ata sensibilidad a una amplia
gama de téxicos organicos e inorganicos, ciclo de vida corto y un cultivo en laboratorio que
permite realizar pruebas rgpidas y econdémicas, (comparado con los peces, moluscos Yy
macrocrustaceos). Su reproduccion por partenogénesis asegura la uniformidad en la respuesta a
las condiciones de la prueba. Del mismo modo, D. magna es un organismo representativo del
zooplancton de ambientes dulceacuicolas y es parte de la base de la cadena alimentaria de esos
ecosistemas. Por |o tanto, cualquier afectacion que estos organismos presenten repercutird en
otros organismos en niveles superiores.

Daphnia magna es un organismo que ha sido aprobado oficialmente en pruebas de
toxicidad en varios paises como Francia, Noruega, Suecia, Canada y Estados Unidos. Otros
paises han implementado la metodologia, aunque en algunos de €llos, esta especie no es
residente, como es €l caso de México, en donde su habitat se ha reportado en |a parte Norte del
pais principalmente. La Organization for Economic Cooperation and Development 1984,
(OECD por sus siglas en Inglés) menciona que es mas importante tener experiencia con especies
prueba, que si son localmente encontradas en el agua. Aunque el uso de especies residentes no es
necesario. Las especies de prueba gue se parecen alas especies residentes con relacion al habitat,
alimento, fisiologiay comportamiento son preferibles y pueden ser consideradas.

Ladecision de elegir aD. magna como organismo de prueba se justifica porque se trata
de una especie de referencia internacional. Sin embargo, a ser una especie que no se distribuye
naturalmente en nuestro pais, se precisa que los laboratorios que quieran o puedan realizar este
tipo de pruebas, cuenten con los |otes de reproductores perfectamente establecidos y controlados,
pues seriaimposible obtener cepas de esta especie a partir de colectas naturales.
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El cultivo, mantenimiento y pruebas con D. magna han sido implementados basandose
en diversas metodologias de otros paises como Brasil (Norma CETEEBLS, 1986), Estados
Unidos (1SO, 1982) y Canada (EPS 1/RM/14 y 15, 1990 a y b). Tomando en cuenta las
necesidades del pais, y dando como resultado € establecimiento de la Norma Oficial Mexicana
NOM-AA-087-1995-SCFI. Andlisis de agua: Evaluacion de Toxicidad Aguda con Daphnia
magna Straus (Crustacea: Claddcera) desde hace algunos afios.

No obstante, que en México existe una Norma Oficial pararealizar pruebas de toxicidad,
con dicho organismo, son pocos los estudios efectuados con mas de un téxico de referencia que
evallen la sensibilidad de los organismos de prueba. Lo anterior con el objeto de asegurar un
control de calidad adecuado que garantice la precision, confiabilidad y reproducibilidad de los
resultados.

El efecto de algunos toxicos de referencia en organismos utilizados para pruebas de
toxicidad ha sido estudiado, reportandose algunos valores o rangos de CLsy para compuestos
organicos e inorganicos. Sin embargo, estos rangos suelen ser muy amplios como es € caso del
fenol, para & cua se reportan valores que van de 7 a 20 mg/l. Por lo tanto, se hace necesario
realizar nuevas pruebas las cuales permitan establecer con mayor precision las CLsy. Debido ala
variabilidad en la sensibilidad que presentan los mismos en general, se requiere la precision del
método através del tiempo.

En e presente estudio se determinaran las CL sy de cuatro tdxicos de referencia gue son
comunmente empleados y referidos en pruebas de toxicidad aguda, evaluando ademas
sensibilidad y potencia de cada uno en D. magna. Se compararan los efectos con lo reportado en
bibliografiay se observara el efecto que gerce el aimento en este tipo de pruebas.
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OBJETIVOS.

Objetivo general

— Establecer la CLsp de diferentes toxicos de referencia en Daphnia magna, mediante
pruebas de toxicidad aguda.

Objetivos particulares

— Determinar mediante pruebas de toxicidad agudala CLsp del dicromato de potasio, sulfato de
zinc, dodecil sulfato de sodio y fenol empleados como toxicos de referencia.

— Establecer la toxicidad en D. magna en condiciones de alimento y sin aimento, de los
toxicos de referencia.

Metas

— Implementar la metodologia de toxicidad aguda con D. magna en un laboratorio del Instituto
Mexicano del Petrdleo, a partir de un procedimiento normalizado.

— Contar con un cultivo stock de D. magna con condiciones controladas, con €l fin de realizar
pruebas de toxicidad futuras.
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RESULTADOS

Los resultados de mortalidad y CLsy de las pruebas exploratorias, definitivas y con
alimento quedaron registrados en formatos de prueba, disefiados para este proposito, asi como €l
mantenimiento y control de los organismos, la aimentacion, limpieza y calidad del agua
reconstituida (anexo 6).

A. Dicromato de Potasio.

PRUEBAS EXPLORATORIAS

En la primera y segunda prueba los organismos sobrevivieron a todo el intervalo de
concentraciones nominaes propuesto por la Norma CETEBS — 018 (1986), por lo que se
realizaron més pruebas incrementandose |la maxima concentracion de 0.18 a 0.3 mg/l (pruebas 3,
4y 5 Tabla2). En la prueba 6 con intervalos de 0.04, se observo una mortalidad del 75% en la
maxima concentracion. Se determino que la mortalidad al 100% de |os organismos se encontraba
por arriba de 0.40 mg/l, se obtuvo una CLs,de 0.36 (Tabla 2).

Se calcul6 la CLsg con & 100% de mortalidad en la méxima concentracion. Por o tanto,
se incrementaron las concentraciones desde 0.2 como minima hasta 0.5 mg/l como maxima
(pruebas 7, 8y 9; Tabla 3). El 100% de mortalidad se obtuvo en la prueba 9, con una CLsy = 0.34
mg/l, y se confirmé con una dltima prueba (10), la CLsp = 0.35 £ 0.01mg/l (Tabla 3).

Tabla 2. Pruebas exploratorias para obtener la CLsg de D. magna con DP. NUmero de organismos expuestos n= 20

PRUEBA 1y 2 PRUEBA 3 PRUEBA 4 PRUEBA 5 PRUEBA 6
Concentracion No. Organismos Concentracion | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos | Concentraciéon | No. Organismos
mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos

0.18 0 0.20 0 0.30 3 0.38 11 0.40 15
0.15 0 0.17 0 0.25 1 0.35 7 0.36 11
0.12 0 0.14 0 0.20 0 0.31 3 0.32 7
0.09 0 0.11 0 0.15 0 0.28 0 0.28 5
0.06 0 0.08 0 0.10 0 0.25 0 0.24 2
0.03 0 0.05 0 0.05 0 0.22 0 0.20 0
Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0

CL50: 0 CL50 0 CL50: 0 CL50: 0.37 CLso: 0.36

24




Tabla 3. Pruebas exploratorias para obtener € 100% de mortalidad y la CL 5, de D. magna con DP. NUmero de organismos

expuestos n= 20
PRUEBA 7 PRUEBA 8 PRUEBA 9 PRUEBA 10
Concentracion No. Organismos Concentracion | No. Organismos Concentracion No. Organismos Concentracion No. Organismos
mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos
0.44 19 0.45 18 0.50 20 0.50 20
0.40 15 0.40 13 0.45 18 0.45 17
0.36 11 0.35 7 0.40 14 0.40 13
0.32 9 0.30 3 0.35 11 0.35 9
0.28 7 0.25 1 0.30 7 0.30 6
0.24 4 0.20 0 0.25 5 0.25 2
Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0
Clsp 0.34 CLs: 0.36 CL5:0.34 CL5:0.35

PRUEBAS DEFINITIVAS

Con los resultados anteriores, se llevaron a cabo las pruebas definitivas de toxicidad aguda a 48
horas de exposicion con DP en D. magna. Se realizaron 6 pruebas, con un testigo, con un rango
de concentraciones de 0.25 como minimo y 0.50 mg/l como maximo, con intervalos de 0.05

4).

mg/l, se obtuvo una CLse= 0.37 = 0.015 mg/l. Con un coeficiente de variacion de 9.92% (Tabla

El andlisis estadistico (ANOVA) redizado a las diferentes pruebas, mostr6 que no hubo
diferencias significativas (p>0.05) entre ellas.

Tabla 4. Resultados de toxicidad aguda en pruebas definitivas a 48 horas de exposicion para obtener la CLs, de
Daphnia magna con DP. NUmero de organismos expuestos n=30.

PRUEBA 1 PRUEBA 2 PRUEBA 3 PRUEBA 4 PRUEBA 5 PRUEBA 6
CONCENTRACION
mo/ e T woraisos | T [ moratan | Jodde Tworses | 108 [warsas | 1285 [ woraigos | 1232 [ woraiss
I—‘:gras Horas H:?as Horas ngsas Horas Hg?as Horas ngsas Horas ngsas Horas
0.50 30 100 29 97 30 100 29 97 30 100 27 90
0.45 21 70 18 60 26 87 24 80 27 90 23 77
0.40 17 57 14 47 19 63 19 63 24 80 16 53
0.35 15 50 10 33 14 47 15 50 16 53 8 27
0.30 11 37 6 20 4 13 11 37 13 43 5 17
0.25 6 20 0 0 2 7 4 13 5 17 2 7
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Clso CLg: 0.35 CLg: 043 ClLg: 0.37 ClLsg 0.35 ClLsgy 0.32 CLgo: 0.38
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PRUEBA CON ALIMENTO

La prueba con alimento sirvié para determinar su influencia en la toxicidad aguda del DP en D.
magna. Se realizd con € mismo rango de concentraciones nominales que en las pruebas

definitivas (Tabla 5). La CL s obtenidafue de 0.31 mg/I.

Tabla 5. Resultados de la toxicidad aguda con alimentacién y 48 horas de exposicién con
DP en D. magna. NUmero de organismos expuestos n= 60.

CONCENTRACION AeElocal s MORTALIDAD (%)
(mgll) WIHIE RO 48 Horas
48 Horas

0.50 59 98
0.45 57 90
0.40 54 85
0.35 49 82
0.30 20 33
0.25 6 10

Testigo 0 0

CLso: 0.31 mg/l

COMPARACION DE LAS PRUEBAS DEFINITIVAS CON ALIMENTO Y SIN

ALIMENTO

A partir del modelo y= mx + b se obtuvieron las ecuaciones que describieron la
mortalidad de D. magna con y sin alimento, expuestos al DP. Los resultados se muestran en
laTabla 6. Las regresiones obtenidas fueron significativas con un coeficiente mayor a 0.80.

Tabla 6. Promedio de los porcentgjes de mortalidad y transformados en pruebas definitivas y con
alimento, empleando DP en Daphnia magna.

Pro nedio del porcentaje de Por :entaje de mortalidad en
CONCENTRACION r iortalidad en pruebas prueba con alimento y
(mg/l) de initivas y transformada transformada
0.50 97.33 98
0.45 77.34 90
0.40 60.47 85
0.35 43.48 82
0.30 27.87 33
0.25 10.67 10
Testigo 0.00 0
ClLg= 0.36 0.31
Y=194.52 X-17.239 Y =223.22 X-14.891
R’ = 0.80 R’ =0.83
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El andlisis de ANCOVA efectuado a los resultados de las pruebas con y sin aimento para
el DP, mostr6 que no existen diferencias significativas (p>0.05) entre las pendientes y las
ordenadas a origen de ambas pruebas. Por |o que laintensidad del efecto y la sensibilidad de D.
magna expuesto al DP con y sin alimento es la misma. Lo cual corrobora gque la tolerancia de este
toxico esindependiente al suministro del alimento (Figura 1).
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Fig.1Toxicidad aguda del DP en D. magna con exposicion con y sin aimento. Se
incluyen los valores de la CLsy a 48 horas y la ecuacion resultante de la regresion
lineal, de los porcentajes de mortalidad trasformados (~/arcsen ) en ambas pruebas,
donde la pendiente = alaintensidad toxicay la ordenada a origen = sensibilidad.

B.- Sulfatode zinc
PRUEBASEXPLORATORIAS

El rango de concentraciones que se aplico fue e propuesto por Belabed et al., (1993). Sin
embargo, se observé una mortalidad del 100% en las dos primeras concentraciones maximas
(pruebas 1 a4, Tabla 7), ain cuando se bajo €l rango de las concentraciones de 14 hasta 6.0 mg/I.
En la prueba 7 se continudé bajando € rango de concentraciones y se obtuvo una mayor
homogeneidad en la mortalidad, el rango de concentraciones final fue de 0.5 a5 mg/l. Esta se
corrobord con una prueba més (8), donde se observaron resultados similares en cuanto a la
mortalidad de los organismos, no asi en la CLsy donde se obtuvo una CLsp= 2.23 y 1.90 mg/I
respectivamente. El examen estadistico no mostré diferencia significativa entre la CL s de estas
Gltimas pruebas.
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Tabla 7. Pruebas exploratorias para obtener la CLsg de D. magna con SZ. Numero de organismos expuestos n=20.

PRUEBA 1 PRUEBA 2 PRUEBA 3 PRUEBA 4
Concentracion | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos | Concentracion No. Organismos Concentracion No. Organismos
mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos
14 20 12.0 20 10 20 8.0 20
12 20 10.0 20 8 20 6.0 20
10 20 8.0 19 6 19 4.0 17
8 19 6.0 18 4 18 2.0 11
6 13 4.0 15 2 15 1.0 7
4 7 20 0 1 4 0.5 0
Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0
Clsy: 5.30° ClLsy: 3.28" Clg: 1.93° Clgy: 1.55°
PRUEBA 5 PRUEBA 6 PRUEBA 7 PRUEBA 8
Concentracion | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos | Concentracion No. Organismos Concentracion No. Organismos
mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos mg/Il muertos
8.0 20 6.0 20 5.0 20 5.0 20
6.0 17 5.0 20 4.0 16 4.0 17
4.0 14 4.0 15 3.0 11 3.0 14
2.0 10 3.0 9 2.0 9 2.0 11
1.0 3 2.0 5 1.0 4 1.0 7
0.5 0 1.0 2 0.5 1 0.5 3
Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0
CL50: 2.13°¢ CL 50- 2.67°¢ CL 50- 2.23°¢ CL 50- 1.90°¢

L etras iguales denotan que existen diferencias significativas (p<0.05)

PRUEBASDEFINITIVAS

Se redlizaron 6 pruebas con un testigo, con un rango de concentraciones de 0.5 como
minima y 5.0 mg/l como maxima, con intervalos de 1.0 mg/l (Tabla 8). Se obtuvo una
CL50=2.075 + 0.099 mg/l y un coeficiente de variacion de 11.69%. El andlisis estadistico de

varianza (ANOVA) readlizado a las diferentes pruebas, no mostré diferencias significativas
(p>0.05) entre €l resultado de las pruebas.
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Tabla 8. Resultados de toxicidad aguda en pruebas definitivas a 48 horas de exposicion para obtener la CLg, de D.
magna con SZ. Numero de organismos expuestos n=30.

PRUEBA 1 PRUEBA 2 PRUEBA 3 PRUEBA 4 PRUEBA 5 PRUEBA 6
CONCENTRACION [~Tora de Total de Total de Total de Total de Total de
mg/l Muertos Mortalidad Muertos | Mortalidad Muertos Mortalidad Muertos | Mortalidad Muertos Mortalidad Muertos Mortalidad
48 % 48 48 % 48 48 % 48 48 % 48 48 % 48 48 % 48
Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas
5.0 28 93 28 93 29 97 30 100 29 97 28 93
4.0 25 83 24 80 24 80 25 83 23 7 25 83
30 20 67 20 67 19 63 20 67 19 63 20 67
2.0 17 57 14 47 14 46 13 43 16 53 17 57
1.0 10 33 8 27 9 30 7 23 11 37 11 37
0.5 2 7 4 13 4 13 3 10 5 17 4 13
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ClLso: Clsp: 1.952 Clsp: 2.252 Clso: 2.362 Clsp: 2.252 Clso: 1.87 2 Clso: 1.77 2

PRUEBA CON ALIMENTO

La prueba con alimento determiné su influencia en la toxicidad aguda del SZ para D. magna.
Esta se realizd con las mismas concentraciones de las pruebas definitivas (Tabla 9). La CLso que
se obtuvo fue de 2.98 mg/I.

Tabla 9. Resultados de toxicidad aguda de D. magna con aimento a 48 horas de

exposicion con SZ. Numero de organismos expuestos n= 60.

CONCENTRACION

No ORGANISMOS

MORTALIDAD (%)

(mgll) M4léIIE—|F({)-rra(1)sS 48 Horas
5.0 56 93
4.0 48 80
3.0 31 52
2.0 20 33
1.0 12 20
0.5 4 7

Testigo 0 0

ClLso: 2.98 mgl/l
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COMPARACION DE LAS PRUEBAS DEFINITIVAS CON ALIMENTO Y SIN
ALIMENTO

A partir del modelo y= mx + b se obtuvieron las ecuaciones que describen la mortalidad de D.
magna con alimento y sin alimento expuestos al SZ. Los resultados se muestran en la Tabla 10. Las

regresiones obtenidas fueron significativas con un coeficiente mayor a 0.94.

Tabla 10. Promedio de los porcentgjes de mortalidad y transformados en pruebas definitivasy con
alimento, empleando SZ en D. magnha.

CONCENTRACION Pro_n iedio del porcentaj_e Fj? Porcentaje de m_ortalidad en
(mg/l) mortalic ad en pruebas definitivas piueba con alimento y
y transformada transformada
5.0 95.50 93
4.0 81 80
3.0 65.67 52
2.0 50.67 33
1.0 31.17 20
0.5 12.17 7
Testigo 0 0
ClLso: 2.075 2.98
Y =18.765 X= 6.4738 Y =19.085 X=-1.546
R”=0.978 R” = 0.9916

El andlisis estadistico de ANCOVA efectuado a los resultados de las pruebas de toxicidad con alimento
y sin aimento del SZ, mostr6 que no hay diferencias significativas (p>0.05) entre sus pendientes
(18.765 y 19.085). Por lo tanto, la intensidad del efecto es la misma (Figura 2). Sin embargo, la
sensibilidad del dgphnido expuesto al SZ sin alimento es mayor (-1.54), que en las pruebas en donde no
fueron alimentados.
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Fig.2 Toxicidad aguda del SZ en D. magna con exposicién con y sin alimento. Se
incluyen los valores de la CL g, 48 horas y la ecuacion resultante de laregresion lineal,

de los porcentajes de mortalidad trasformados (~/arcsen ) en ambas pruebas, donde
lapendiente = alaintensidad téxicay la ordenada al origen = sensibilidad.
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C.- FENOL

PRUEBAS EXPLORATORIAS

Para este toxico se tomd como referencia lo reportado por LeBlanc, (1980). La
mortalidad del 100% se present6 en la primera concentracion (prueba 1). Sin embargo, en las
siguientes pruebas se bajo la concentraciéon maxima a 17 mg/l con intervalos de 2.5 mg/l
(pruebas 2 y 3). Se decidio realizar una concentracion maxima intermedia entre éstas dos Ultimas
(prueba 4). De acuerdo a estos resultados, se procedio a confirmar con 2 prueba mas (prueba 5y
6, Tabla 11). El andlisis estadistico no mostr6 diferencias significativas (p>0.05) entre las

pruebas realizadas.

Tabla 11. Pruebas exploratorias para obtener el 100% de mortalidad y la CL 5o de D. magna. Nimero
de organismos expuestos n = 20

PRUEBA 1

PRUEBA 2 PRUEBA 3
Concentracion No. Concentracion | No. Organismos Concentracion | No. organismos
mg/l organismos mg/l muertos mg/l muertos
muertos
18.0 20 17.0 20 17.0 19
16.0 16 15.0 17 15.0 17
14.0 12 13.0 15 13.0 15
12.0 12 11.0 12 11.0 12
10.0 10 9.0 9 9.0 8
8.0 4 7.0 5 7.0 3
6.0 0 5.0 3 5.0 1
Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0
CLso: 10.07 Clsp: 9.33 Clso: 9.94
PRUEBA 4 PRUEBA 5 PRUEBA 6
Concentracion No. Concentracion No. organismos Concentracion | No. organismos
mg/l organismos mg/l muertos mg/l muertos
muertos
17.5 19 17.5 20 17.5 20
15.0 15 15.0 17 15.0 15
13.0 12 12.0 12 12.0 11
11.0 9 10.0 8 10.0 8
9.0 6 7.5 4 7.5 7
7.0 4 5.0 1 5.0 2
5.0 1 2.5 0 2.5 1
Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0
Clso: 10.67 Clso: 9.45 ClLso: 10.50

PRUEBASDEFINITIVAS

El rango de concentraciones definitivo fue de 2.5 a 17.5 mg/l con intervalos de 2.5 mg/l. Se
realizaron 6 pruebas considerando un testigo. Los resultados se muestran en la Tabla 12, se

obtuvo una CLsp= 8.37 = 1.40 mg/l. El andlisis de varianzarealizado alas diferentes pruebas no
mostré diferencia significativa (p>0.05) entre ellas.
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Tabla 12. Resultados de toxicidad aguda en pruebas definitivas a 48 horas de exposicion para obtener la CLg, de D. magna con
fenol. NUmero de organismos expuestos n=30.

PRUEBA 1 PRUEBA 2 PRUEBA 3 PRUEBA 4 PRUEBA 5 PRUEBA 6
CONCENTRACION Total de Total de Total de Total de Total de Total de
mg/l Muertos Mortalidad Muertos | Mortalidad Muertos Mortalidad Muertos Mortalidad Muertos Mortalidad Muertos Mortalidad
48 % 48 48 % 48 8 % 48 48 % 48 24 48 % 48 48 % 48
Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas Horas
175 29 97 30 100 30 100 28 93 29 97 26 97
15.0 27 90 23 77 24 80 26 87 25 83 22 73
125 19 63 19 63 21 70 21 70 21 70 19 63
10.0 14 47 12 40 18 60 18 60 18 60 17 56
75 8 17 6 20 15 50 13 43 12 40 15 50
50 5 0 2 3 11 36 9 30 7 23 9 30
25 1 0 0 0 5 17 3 10 2 7 3 10
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ClLso: CLso: 10.712 CLso: 10.842 CLso: 7.502 CLso: 8.332 ClLso: 8.332 Clso: 7.502

PRUEBA CON ALIMENTO

La prueba con aimento para determinar su influencia en la toxicidad aguda del fenol para D.
magna, se realizd con e mismo rango de concentraciones nominales que en las pruebas
definitivas (Tabla 13). La CL s obtenida fue de 6.81 mg/I.

Tabla 13. Resultados de toxicidad aguda en prueba definitiva con alimento a 48 horas de
exposicion empleando fenol en D. magha

CONCENTRACION

No DE DRGANISMOS MUERTOS

MORTALIDAD (%)

(mall) 48 Horas 48 Horas
175 60 100
15.0 55 92
12,5 50 83
10.0 40 67
75 33 55
50 1 2
25 0 0

Testigo 0 0

CLso: 6.81 mg/l

COMPARACION DE LASPRUEBASDEFINITIVASCON Y SIN ALIMENTO

A partir del modelo y= mx + b se obtuvieron las ecuaciones que describieron la mortalidad de D.
magna con y sin aimento expuestos a fenol. Los resultados se muestran en la Tabla 14. Las
regresiones obtenidas fueron significativas con un coeficiente mayor a 0.90.

32




Tabla 14. Promedio de los porcentgjes de mortalidad transformados (arcsen) en pruebas
definitivas con y sin alimento empleando fenol en Daphnia magna

4 Pr ymedio del porcentaje de Po ‘centaje de mortalidad en
CONCE(::;'T)ACION n_o_rt_alidad en pruebas yrueba con alimento y
di finitivas y transformada transformada
175 95.67 100
15.0 81.67 92
125 66.50 83
10.0 53.83 67
75 36.67 55
5.0 20.33 2
25 7.33 0
Testigo 0.00 0
ClLso: 8.37 6.81
Y=5.699 X=-4.59 Y=6.7381 X=—9.083
R2 =0.995 R2 =0.919

El andlisis de ANCOVA efectuado a los resultados de las pruebas con y sin alimento para €l
fenol, mostro que no existen diferencias significativas (p>0.05) entre las pendientes. Por |o que
la intensidad del efecto es la misma en ambas condiciones. Sin embargo, la sensibilidad de D.
magna expuesto al fenol sin alimento es mayor que en las pruebas en donde los dgphnidos no

fueron alimentados (Figura 3).
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Fig. 3 Toxicidad del fenol en Daphnia magna con y sin alimento. Se incluyen los
valores de la CLsy a 48 horas y la ecuacion resultante de la regresion lineal, de los

porcentajes de mortalidad trasformados (~/arcsen) en ambas pruebas, donde la
pendiente = alaintensidad toxicay laordenada al origen = sensibilidad.
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D. Dodecil sulfato de sodio

PRUEBAS EXPLORATORIAS

El rango de concentraciones empleado fue el establecido en la Norma Oficial Mexicana
(NOM-AA-087-1995). Estas fueron disminuyendo hasta que se obtuvo el 100% de mortalidad,
s6lo en lamaxima concentracion (pruebas 1, 2 'y 3). Se disminuy6 € alto coeficiente de variacion
de las CL s, que fue del 25% al 5% (pruebas 4, 5y 6). En las pruebas 7 y 8 se estableci6 el rango
de concentracion definitivo, de 5 a 17.5 mg/l con intervalos de 2.5 mg/l (Tabla 15). Asimismo, €l
andlisis estadistico mostré que hubo una diferencia significativa entre la CLsy a final de las
pruebas exploratorias (6, 7y 8).

Tabla 15. Pruebas exploratorias para obtener el 100% de mortalidad y la CLsy de D. magna con DSS. Numero de organismos

expuestos n=20.

PRUEBA 1 PRUEBA 2 PRUEBA 3 PRUEBA 4
Concentracion | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos
mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos
32 20 28 20 24 20 22 19
24 20 24 20 20 19 19 15
16 7 20 16 16 10 16 10
12 5 16 11 12 5 13 5
8 2 12 5 8 2 11 2
4 0 8 3 2 0 8 0
Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0
ClLg: 19.112 Cls:14.62° ClLgp:14.222 CLg:15.592
PRUEBA 5 PRUEBA 6 PRUEBA 7 PRUEBA 8
Concentracién | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos | Concentracion | No. Organismos
mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos mg/l muertos
20 20 17.0 20 17.5 19 17.5 20
17 20 15.0 18 15.0 15 15.0 16
14 17 13.0 13 125 10 125 11
11 12 11.0 11 10.0 5 10.0 7
8 9 9.0 5 7.5 2 7.5 4
5 5 7.0 3 5.0 1 5.0 1
Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0 Testigo 0
CLsy: 8.281 CLs: 10.67° Cley 11.72°¢ CL5:10.73°

Letras diferentes en lafilade CLs, denotan diferencias significativas (p<0.05)
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PRUEBAS DEFINITIVAS

Con estos resultados, se realizaron las pruebas definitivas de toxicidad aguda a 48 horas
de exposicion con e DSS con D. magna; se realizaron 6 pruebas definitivas considerando un
grupo testigo. Los resultados se muestran en la Tabla 16, obteniéndose una CLsp= 10.56 + 0.792
mg/l y un coeficiente de variacion de 18.37. El rango de concentraciones fue de 5.0 a17.5 mg/l.

El andlisis de varianza (ANOVA) realizado a las diferentes pruebas, a excepcion de la
primera prueba, no mostro diferencias significativas (p>0.05).

Tabla 16. Resultados de toxicidad aguda en pruebas definitivas a 48 horas de exposicién para obtener la CLg, de D.
magna con DSS. Numero de organismos expuestos n=30.

PRUEBA 1 PRUEBA 2 PRUEBA 3 PRUEBA 4 PRUEBA 5 PRUEBA 6
CONCENTRACION
mg/| Total de Mortalidad Total de Mortalidad Total de Mortalidad Total de Mortalidad Total de Mortalidad Total de Mortalidad
Muertos % 48 Muertos % 48 Muertos % 48 Muertos % 48 Muertos % 48 Muertos %
48 Horas Horas 48 Horas Horas 48 Horas Horas 48 Horas Horas 48 Horas Horas 48 Horas 48 Horas
175 30 100 30 100 30 100 30 100 30 100 29 97
15.0 28 93 25 76 22 70 23 76 22 73 22 73
12.5 18 60 21 70 17 56 16 53 15 50 17 57
10.0 17 56 18 60 11 33 11 33 11 36 11 37
7.5 15 50 12 40 7 23 6 23 7 23 5 17
5.0 2 6 2 6 1 3 3 13 4 13 2 7
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ClLso: Clso: 7.50°° CLso: 8.90° Clso: 11.77° Clso: 11.71° | Clso: 12.50° | ClLso: 10.95°

Las letrasigual es denotan que no existen diferencias significativas (p<0.05)

PRUEBA CON ALIMENTO

La prueba con alimento para determinar su influencia en la toxicidad aguda del DSS para D.
magna se realizd con las mismas concentraciones que en las pruebas definitivas (Tabla 17). La
CL s obtenida fue de 9.45 mg/l.

Tabla 17. Resultados de toxicidad aguda en prueba definitiva con alimento a 48 horas
de exposicién empleando DSS, en D. magna. Numero de organismos expuestos n= 60.

CONCENTRACION ORI OIRE/AN 2o VIORTALIDAD (%)
(mg/) MUERTOS 48 Horas
48 Horas

175 60 100
15.0 58 96
125 54 90
10.0 42 70
75 7 11
5.0 0 0

Testigo 0 0

CLsg: 9.45 mg/l
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COMPARACION DE LASPRUEBASDEFINITIVASCON Y SIN ALIMENTO.

A partir del modelo y= mx + b se obtuvieron las ecuaciones que describieron la
mortalidad de D. magna con alimento y sin alimento expuestos al toxico. Los resultados se
muestran en la Tabla 18. Las regresiones obtenidas fueron significativas con un coeficiente

mayor a 0.85.

Tabla 18. Promedio de los porcentgjes de mortalidad y transformados en pruebas definitivas con

alimento, empleando DSS en Daphnia magna.

CONCENTRACION Pr )mediq del porcentaje de Pcrcentaje de mprtalidad en
(mg/l) m_o_rt_alldad en pruebas prueba con alimento y
d :finitivas y transformada transformada
175 99.50 100
15.0 76.83 96
12.5 57.67 90
10.0 42.50 70
7.5 29.33 11
5.0 8.00 0
Testigo 0.00 0
ClLso: 10.56 9.45
Y =5.845 X=-11.527 Y = 7.1541 X= - 16.557
R”=0.851 R”=0.907

El andlisis de ANCOVA efectuado a los resultados de las pruebas con y sin alimento para el
DSS, mostré que existen diferencias significativas (p>0.05) entre la intensidad del efecto, siendo
mayor sin la presencia del alimento (5.85 + 0.22) que cuando son aimentados (7.15 + 0).
Asimismo, la sensibilidad de D. magna expuesta a DSS con alimento es ligeramente mayor (-16.55

+ 2.06), que los daphnidos que no fueron alimentados (-11.52 + 0) (Figura. 4).
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Fig. 4. Toxicidad aguda del DSS en D. magna con exposicion con y sin alimento. Se incluyen
los valores de la CLgy a 48 horas y la ecuacion resultante de la regresion lineal, de los

porcentajes de mortalidad trasformados (~/ al'CSEN ) en ambas pruebas, donde la pendiente = a
laintensidad téxicay la ordenada al origen = sensibilidad.
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COMPARACION DEL EFECTO DE LOSCUATRO TOXICOS

Para comparar la intensidad del efecto que tiene cada uno de los diferentes toxicos sobre
D. magna y su sensibilidad a los mismos con y sin aimento, se utilizé la transformacion del

porcentgje de mortalidad (Y) (~/arcsen) realizado anteriormente y a partir del modelo y= mx +
b; se obtuvieron las ecuaciones que describen la mortalidad (48 horas) de los daphnidos. Donde
m es laintensidad del efecto y b la sensibilidad del organismo al toxico. Los mayores efectos y
toxicidad se observaron con e DP en ambos tipos de pruebas (con alimento y sin alimento),
(Tablas 19y 20; Figuras 5y 6).

Tabla 19. Comparacién entre laintensidad y la sensibilidad de los diferentes téxicos de las pruebas definitivas
de toxicidad aguda para D. magna expuesto con 'y sin alimento.

; Sin Alimento Con Alimento
TOXICO
INTENSIDAD SENSIBILIDAD INTENSIDAD SENSIBILIDAD
DP 194.53*1 -17.239%1 223.2221 -14.8921
FENOL 57 461 6.72"1 -9.08"2
DSS 5.84 "1 -11.53%1 7.15"1 -16.56%1
Sz 18.77 ¢* 6.47 ™1 19.09%1 -1.55%7

Letras diferentes en columnas denotan diferencias significativas entre los diferentes tdxicos. NUumeros
diferentes en las filas de cada téxico denotan diferencias significativas de la intensidad toxica (pendiente) y
sensibilidad del organismo (ordenada a origen) entre las condiciones de alimentacion (p<0.05).

Tabla 20. Comparacion entre la CL 5, obtenida, para los diferentes toxicos en las pruebas de

toxicidad aguda definitivas sin y con alimento para D. magna.

TOXICO Sin Alimento Con Alimento
CLso Obtenida mg/I CLso Obtenida mg/I
DP 0.372 0.312
FENOL 8.872 6.81°
DSS 10.56° 9.45%
SZ 2.075% 2.98%

Letras diferentes en las fil as de cada condicién de alimentacién denotan diferencias
significativas (p<0.05).
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TOXICOS SIN ALIMENTO

INTENSIDAD RELATIVA
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Fig. 5 Comparacion entre la intensidad y la sensibilidad de los diferentes
téxicos de las pruebas definitivas de toxicidad aguda para D. magna
expuesto sin alimento. Se grafican |os model os tedricos para mayor detalle.
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Fig. 6 Comparacion entre laintensidad y la sensibilidad de los diferentes
téxicos de las pruebas definitivas de toxicidad aguda para D. magna expuesto
con alimento. Se grafican los modelos tedricos para mayor detalle.
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DISCUSION

Daphnia magna es una especie de referencia internacional, empleado como organismo de prueba en
estudios de toxicologia acuatica, debido a completo conocimiento de su biologia en condiciones normales
(Adema 1978, Leeuwangh, 1978). Su reproduccion por partenogénesis asegura gque la sensibilidad de
respuesta hacia los compuestos toxicos permanezca aproximadamente constante (Mduller, 1980;
Munzinger y Monicelli, 1992).

Una de las principales objeciones en la caracterizacion y evaluacion biolégica de la toxicidad
acuética, producto del vertido de descargas contaminantes, radica en la variabilidad de los resultados. Es
comun que diferentes laboratorios analizando simultaneamente el efecto de diferentes tdxicos de
referencia con neonatos de la misma especie, obtengan estimaciones de la Concentracion Letal Media
(CLsp) de hasta un orden de magnitud de diferencia y con coeficientes de variacion a 150% (Weber,
1991).

Las variaciones pueden deberse a muchos factores. |la salud de los organismos de prueba, las
diferencias entre las camadas, la tolerancia genética a los toxicos y cambios en la calidad del agua (U.S.
EPA, 1982). De acuerdo a la variabilidad intrinseca que presentan los organismos, € valor de la CLsg
para una misma sustancia quimica va a caer dentro de un intervalo de variaciones que van a estar dadas no
sblo por e organismo, sino también por las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia (solubilidad, vias
de entrada al organismo, biotransformacion, atos niveles de alcalinidad, dureza, tipo de alimento, €l uso
de concentraciones nominales, que pueden producir una disminucion de la precision de las pruebas
conducidas a diferentes tiempos) (Gersich et al.,1986). Sin embargo, Goulden y Comotto (1982),
puntualizan gue cuando se parte de protocolos bien definidos en todos sus aspectos operativos, se reduce
considerablemente la variacion en resultados inter- e intra laboratorios y se aumenta la confiabilidad en
este tipo de pruebas.

DICROMATO DE POTASIO

El DP debe su efecto tdxico a elemento cromo, que comuinmente se expresa como cromo hexaval ente
(Cr®"), que es laformaiénicaen que se presenta en este compuesto.

Los valores en las CLs registrados en el presente estudio coinciden con lo reportado por Bulus y
Ronco, 1996; Enserink et al., 1993; Fargasova, 1994; en pruebas sin suministro de alimento. Se observo
que las CL s fluctuaron de 0.14 a 1.3 mg/l (Tabla 21). Por lo que, podemos observar un amplio intervalo
de respuesta, en comparacion con los demas autores. Esto puede deberse a variaciones intrinsecas de los
organismos (diferentes camadas, variabilidad genética etc.) (U.S. EPA, 1985; Enserink et al., 1990; Cox et
al., 1992; Dorn, 1987). Asi como ala diferencia en las condiciones de prueba empleadas por |os diferentes
autores, en lo referente a tipo de agua (origen, dureza, pH, etc.), la temperatura y el fotoperiodo, la
duracion de las pruebas, € suministro o no del alimento, la marca del compuesto quimico empleado,
(debido ala variacion en el contenido de impureza de cada producto; en el presente estudio se empleo €l
toxico catalogado como estandar primario 99.98% de pureza y libre de impurezas por metales pesados)
conducen a gque los resultados no sean similares al resto de los autores,
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Tabla 21. Valores de CLsy a 48 horas de exposicion e interval os reportados para el DP con aimento

y sin alimento.
Autor, afio ClLspsin aimento mg/l CLs con alimento mg/|

1SO Norma Internacional, 1982 09-20

Parker, 1983 1.03
1.02
0.56

Parker, 1985 0.17 0.16
0.21 0.24
0.57 0.39
0.14 0.13
1.28 0.75
0.79 0.93
0.70 0.53

Elnabaraway, et al., 1986 0.16

Van Leeuwen, et al., 1987 0.64

Bulusy Ronco, 1996 0.35

Enserink et al., 1990 13

Oikari et al., 1992 0.20

Enserink et al., 1993 0.38

Kungolosy Aoyama, 1993 0.25

Jansen y Persoone 1993 0.16

Fargasova, 1994 0.36

Martinez-Jerénimo, 1995 0.20

Este estudio 0.37 0.31

Otro factor importante en la variabilidad de |os resultados obtenidos en este estudio y comparandol os
con €l resto de los autores puede ser la diferencia entre clones de Daphnia magna, como lo sefialan
Munziger y Monicelli (1991). Ellos determinaron que diferentes clones de D. magna respondieron de
diferente forma alos metales pesados (Cr, Ni y Zn). Por lo que afirman gque éste es un factor que limitalas
comparaciones de resultados entre diferentes |aboratorios.

Munzinger y Monicelli (1992), indican que algunos clones de D. magna son particularmente
resistentes a cromo hexavalente y que en exposiciones cronicas, presentan pardmetros poblacionales
semejantes a los de organismos control, tales clones también fueron tolerantes a otros metal es pesados.

El coeficiente de variacion (C.V.) que se obtuvo en este trabajo fue de 9.9, lo cua sefidlé que
efectivamente existe reproducibilidad en los resultados obtenidos, y que la cepa se mantuvo estable
durante toda la fase experimental, asi como las condiciones de mantenimiento. Ademas, indica que la
reproducibilidad en la respuesta de D. magna se da a nivel intra e inter-laboratorio con algunos valores ya
sefidlados (ver Tabla 21) y esto aumenta la importancia de la utilizacion de esta especie de prueba en
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toxicidad aguda, tal como lo sefiala Dorn, (1987), quien evalud la utilidad del cromo hexavalente como
toxico de referencia, analizando aspectos tales como la diferencia en la preparacion de soluciones entre
laboratorios, la estabilidad del toxico durante las pruebas y la variacion en las estimaciones de la CLs
basadas en concentraciones nominales analiticas. Este autor encontré que hubo diferencias considerables
en la preparacion de las soluciones de prueba entre laboratorios. Asimismo determind que el toxico
permanece estable durante toda la prueba como Cr®*, esto es, no se transforma a Cr**, que es una forma
iénica del cromo de menor toxicidad. Gendusa et al., (1993) y Krassoi y Julli, (1994), a su vez,
confirmaron la validez de basar las estimaciones de toxicidad con este ion, en las concentraciones
nominales, evitandose asi la necesidad de evaluar |as cantidades efectivas del toxico.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas definitivas, en las cuales no se observaron
diferencias estadisticamente significativas, se puede concluir que e comportamiento de este quimico es
adecuado, y confirma su valia como compuesto de referencia en la evaluacion de la calidad de respuesta de
los organismos probados. Por lo tanto, su importancia a ser empleado como téxico de referencia
internacional y que se incluya dentro de la normatividad certificada internacionalmente (ISO Norma
Internacional, 1982).

Con respecto a las pruebas con alimento, probando DP en exposiciones agudas, es posible suponer,
que la principal ruta de entrada de los componentes toxicos en estos organismos, sea a través de las
branquias (Gendusa et al.,1993). Sin embargo, en contraste con exposi ciones prolongadas la incorporacion
de estos componentes junto con la dieta adquirio en este trabajo una mayor importancia, como lo reporto
Pégueux, (1995).

Martinez, et. al.,(1994), observaron que e suministro de aimento, es un factor importante que
influye en la respuesta de los organismos a toxico durante pruebas agudas y subcroénicas, debido a que la
concentracion de algas juega un papel importante en las pruebas de ecotoxicologia. Mencionan que si se
les administra la concentracion adecuada de alimento, puede contribuir a que los organismos presenten
una mayor resistencia a los efectos de los agentes toxicos y por el contrario si la concentracion de
alimento es mayor a la necesaria puede observarse una influencia negativa del alimento. Lo cua puede
aumentar los efectos de los toxicos (Baird et al., 1989). Por otra parte Gama et. al.,1999 en controversia
con éstos autores, demostraron que si se ofrece una concentracion de alimento menor, la resistencia alos
efectos adversos de | os agentes toxicos disminuye.

La sensibilidad de D. magna disminuy6 en un 13.6% a la exposicién a DP en condiciones de
alimentacién, aunque la intensidad o potencia del efecto toxico se incrementd en proporcion semejante,
14.7%. Esto sugiere que la toxicidad del DP es independiente de la condicién alimenticia de los
organismos. Esto contrasta con lo reportado por Alasdair y Neilson (1994), quienes sefidlan que el
alimento suministrado durante las pruebas agudas puede reducir la toxicidad de |os quimicos.
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Kungolos y Aoyama (1993), evaluaron los efectos toxicos agudos del cromo y cadmio en
exposiciones de 1 a 4 dias, con neonatos de D. magna, alimentandolos con Chlorella ellipsoidea y
determinaron que la presencia de alimento aumento la toxicidad de ambos metales.

De acuerdo a lo anterior, en pruebas de toxicidad aguda, existe controversia en cuanto a si los
animales pueden o no ser alimentados. Ambos procedimientos tienen ventgjas y desventgjas; como lo
sefidla Adema (1978) y Kungolos y Aoyama (1993). Sin alimento D. magna no puede ser utilizado en
pruebas de toxicidad por mas de 48 horas. Se recomienda generalmente no alimentar a los neonatos
durante las pruebas considerando que el factor més importante de variacion es la cantidad y tipo de
alimento. En vista de que todos estos factores complican observar el efecto del toxico en D. magna parece
deseable la conduccion de las pruebas de toxicidad aguda en lo posible sin aimento (Maciorowski y
Clarke, 1980).

De cualquier forma, el presente estudio permite definir que el comportamiento del dicromato de
potasio es adecuado y confirma su valia como compuesto de referencia en la evaluacion de la calidad de
respuesta de los organismos a lo largo del tiempo con y sin alimento, por lo que justifica su incorporacion
parael control y aseguramiento de la calidad de los laboratorios que realizan este tipo de pruebas.

SULFATO DE ZINC

Para los neonatos de D. magna, la CLsy a 48 horas de exposicion, obtenida en las pruebas
definitivas probando SZ, se encontr6 por debajo de lo reportado por otros autores (Tabla 22) (Belabed et
al.,1993; Jansen y Persoone 1993), hasta en un 27.113%. Sin embargo, al transformarla se encontré el
dato dentro de los valores obtenidos por estos autores. Esto sugiere que e efecto toxico del DP sobre D.
magna se ve sensiblemente af ectado por variaciones en el medio donde se desarrollala prueba (Cox et al.,
1992) para este metal, ademas de las condiciones en las que se encuentren los neonatos (Enserink et al.,
1990).

Tabla 22. Vaores de CL g, e interval os reportados para € sulfato de zinc en D. magna
con dimento y sin aimento

Autor, afio CL g sin alimento CL 5 con alimento
Belabed, et al., 1993 284
Jansen, y Persoone 1993 21
Este estudio 2.07 2.98

El coeficiente de variacion observado en las pruebas finales fue del 11.7%, por lo que podemos
decir que las condiciones previas y durante la realizacion de la prueba fueron adecuadas.
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Al ser alimentados los neonatos de D. magna durante las pruebas con sulfato de zinc, se observo
un incremento no significativo (p> 0.05) en la CLso del 43.96%, disminuyendo asi su toxicidad, la cual se
vio reflgjado en la sensibilidad del organismo que es mayor hasta en un 76% (p<0.05), con respecto a lo
observado para €l DP. Esto sugiere que se presenta un efecto aditivo del alimento sobre la sensibilidad al
metal, ya que pudiera darse un incremento del metabolismo del organismo activando mecanismos de
proteccion como metal otioneinas (Zufiga, 2002).

Es importante sefialar que una de las principales vias de entrada de compuestos toxicos a los
organismos, es por absorcion a nivel de tracto digestivo. Por 1o que podemos inferir que en 1os neonatos,
esta via se suma ala principal via de incorporacion de los metales, que es a través de los canales ionicos
en branquia (Péqueux, 1995).

La tasa de incorporacion de los metales en los organismos acuaticos se relaciona con la
fisicoquimica del meta y por ende con su biodisponibilidad, donde las respuestas y la condicién
fisiologica particular del organismo pueden interactuar modificando la tasa de incorporacion y su
respuesta (Zufiga, 2002; Rainbow, 1997). Esta diferencia observada en la mayor sensibilidad en el grupo
con alimento, pudo ser debido a que la incorporacién del Zn?* se incremento posiblemente via tubo
digestivo durante su alimentacion por la bioacumulacion en las microalgas, afectando asi simultaneamente
dos érganos blanco a ser liberado el metal en éste. Sin embargo, el incremento de la CLs y por lo tanto,
su menor toxicidad, sugiere que e alimento disminuyd a su vez la biodisponibilidad del metal en el
medio. Como lo mencionan Sarmay Nandini (1999), los cuales observaron, que las algas son capaces de
destoxificar el medio de metales pesados, debido a que los microalgas muestran cierta atraccion por los
iones polivalentes |o que resulta en la remocién de metales pesados del ambiente

El presente estudio permitio definir que el comportamiento quimico del DP es mas recomendable
que el SZ, siendo que € dicromato no se ve afectado sensiblemente por la condicion de alimentacion
como lo es con el SZ. Confirmando nuevamente su valia e DP como compuesto de referencia en la
evaluacion de la calidad de respuesta de los organismos a lo largo del tiempo con y sin aimento. Por |o
que se justifica su incorporacion en e control y aseguramiento de la calidad de los laboratorios que
realicen este tipo de pruebas. En la actualidad €l DP se recomienda ampliamente como toxico de
referencia internacional para pruebas de toxicidad aguda en cladoceros. (Weber, 1991; Krassoi y Julli,
1994).

DODECIL SULFATO DE SODIO.

El coeficiente de variacion observado de 18.4% durante las pruebas definitivas con DSS para los
neonatos de D. magna, puede deberse probablemente al comportamiento mismo del detergente, (Martinez-
Jeronimo y Garcia-Gonzdlez, 1994). Por otra parte, esta variabilidad estuvo dentro del limite de
variabilidad aceptado para las pruebas realizadas con cladoceros que es <30%. Considerandose como
satisfactorio en comparacion con las variabilidades reportadas en literatura que son mayores (Lewis 'y
Weber, 1985; Wells et al., 1998). Dentro de todo esto, la CLsp, 10.56 + 0.792 mg/l, esta cercano a lo
reportado por Bulus y Ronco, 1996; (Tabla 23). El resultado de la CLsy obtenida, concuerda con lo
reportado por la Norma Oficial Mexicana, ya que la diferencia es < 30% (27.172%). Esta pequefia
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diferencia que se observo, pudo deberse a variaciones no importantes, en las condiciones de prueba, entre
las camadas y ala calidad del compuesto empleado.

Tabla 23. Valores de CLsy a48 horas de exposicion e intervalos reportados parael DSS en D. magna

con aimento y sin alimento.

Autor, afio CLsysin aimento (mg/l) CL sy con alimento (mg/l)
Jansen y Persoone, 1993 31
Martinez-Jeronimo y Garcia-Gonzélez, 1994 25.4
Martinez- Jerénimo, 1995 25.39
24.25
Norma Oficial Mexicana, 1995 145
Bulusy Ronco, 1996 9.8
Este estudio, 1998 10.56 9.45

Al llevar a cabo, la prueba con aimento, la CL5 obtenida fue de 9.45 mg/l, 10.5% menor a la
prueba sin alimento, en la cua no se observé una diferencia significativa (p>0.05). Por lo cual, € proceso
de validacion de las cepas de D. magna empleadas en las pruebas de toxicidad con €l DSS resultaron
sensibles a ser alimentados durante las pruebas. Esto es debido, a que la toxicidad se incrementd en
10.5%, aumentando la potencia del téxico en un 22.4% y la sensibilidad en un 43.6%. Esto posiblemente
se debid, a que el DSS esté afectando la membrana del tracto intestinal por su ingreso adicional a traves
del aimento (Nufez, 2002) y a través de particulas contaminadas adicionales a la absorcion directa del
agua (Buikema et al.,1982; Goulden y Comotto, 1982).Con respecto a la prueba con alimento, la CLsg
obtenida fue de 9.45 mg/l, no se observé una diferencia significativa en comparacién con las pruebas
definitivas en donde la CLsp sin aimento fue 10.56 mg/l. El proceso de validacion de las cepas de D.
magna empleadas en las pruebas de toxicidad con los diferentes compuestos resultaron muy sensibles al
ser alimentados durante las pruebas.

FENOL

Daphnia magna se ha considerado como una de las especies més sensibles, la CL 5o reportada para
pruebas a 48 horas van de 11.2 a 15 mg fenol / litro (Tabla 24). El resultado obtenido durante las pruebas a
48 horas en los neonatos fue de 8.87 mg/l, e cua se encontré por debajo del rango reportado excepto por
el referido por Bulus y Ronco, 1996.



Tabla 24. Valores de CLs e intervalos reportados para €l fenol en D. magna con alimento y sin alimento

Autor, afio CLspsin aimento (mg/l) CLs, con aimento (mg/l)
LeBlanc 1980 12
Gersich, 1984 11.2
Gersich, et al., 1986 145
13.3
129
11.2
Elnabarawy et al.,1986 18
Cowgill y Millazo, 1991 a 125
Cowgill, y Millazo, 1991 b 12.8 13
Jansen y Persoone, 1993 15
Bulusy Ronco, 1996 55
Este estudio, 1998 8.87 6.31

Aungue la potencia toxica del fenol en D. magna fue semejante a lo observado con DSS, la
sensibilidad de los neonatos fue mucho menor. La variabilidad de la CLso fue del 17.2%, siendo mayor a
lo obtenido con el DPy el SZ, pero similar a DSS.

Al ser alimentados |os organismos durante las pruebas, la CLs, obtenida fue de 6.31 mg/l, el cua
fue menor alo observado en la CLsp sin aimento (23.2%). Dicho incremento en la toxicidad del fenol, a
ser alimentados no concuerda con lo obtenido por Cowgill y Millazo, 1991 b, (ver Tabla 24), en donde la
CLsp se incrementd con el suministro de alimento. Asimismo, la potencia toxica del compuesto que
presentan |os organismos se increment6 notablemente en un 17.9%, debido posiblemente, no a la entrada
del compuesto a travées del alga perse, sino por la absorcién y biotransformacion rapida que sufrié el fenol
en la microalga (Crookes, 1996; Lu, 1985), siguiendo diversas vias metabolicas y cuyos metabolitos
derivados del fenol les sean adversos a los dafnidos. Lo cual coincide con su sensibilidad, aumentando
casi € doble de lo registrado sin aimento, 97.4%. Lo que sugiere que el aimento mas el fenol, al igual
que lo ocurrido con el DSS, esté afectando la membrana del tracto digestivo, modificando su
permeabilidad por la absorcion adicional del compuesto transportado por el alimento, ain cuando el fenol
presenta un factor de bioacumulacion bajo, debido a que este es rgpidamente metabolizado (Crookes,
1996)

El incremento observado en la intensidad para los compuestos organicos cuando son alimentados,
DSSYy fenol, se debid probablemente a dos cosas. a) estos compuestos por su haturaleza quimica pueden
ser mas fécilmente absorbidos por la microalga, Chlorella vulgaris, que increment6 la mortalidad de D.
magna al absorber el téxico via alimento por el tracto digestivo y b) uno de los mecanismos que utilizan
los organismos para contrarrestar los efectos de los téxicos organicos es la biotransformacion de los
mismos para su eliminacién (Lu, 1985), durante este proceso 10s compuestos organicos pueden ser mas o
menos tOxicos.



TOXICO RECOMENDABLE

Para poder definir cudl de los cuatro toxicos probados era € méas adecuado, para emplearlo en
pruebas de toxicidad aguday asi poder [levar un control y seguimiento de los cultivos de D. magna, con €l

proposito de conducir pruebas de toxicidad, se obtuvo laregresion lineal de la transformacion (~/arcsen)
del porcentaje de mortalidad, Esto brindd la posibilidad de hacerlos comparables por medio de la
comparacién de sus pendientes (potencia toxica) y sus ordenadas a origen (sensibilidad) (Nufez, 2002;
Zar, 1999; Gersich et al., 1986).

El resultado obtenido en la potencia o intensidad toxica se determiné en el orden siguiente: DP>
SZ>DSS=fenol, sin aimento. Asimismo, la sensibilidad que presenté D. magna a los toxicos es la
siguiente: DP>DSS>fenol>SZ.

Stephenson y Watts (1984); Kungolos y Aoyama (1993); y Martinez-Jerénimo y Garcia-Gonzélez
(1994); observaron gue € aimento modifica la sensibilidad de D. magna a diversos téxicos. Las pruebas
con alimento determinaron que la intensidad de cada téxico, presenté un comportamiento similar, si son
alimentados: DP>SZ>DSS>Fenol. Esto se debe posiblemente a la biotransformacion y bioconcentracion
que sufren los téxicos dentro de la microalga y en e organismo. Incrementando asi su toxicidad,
principalmente con el fenol y el DSS (Lu, 1985; Naylor et al.,1993; Naylor, 1993; Péqueux, 1995; Sarma
y Nandini, 1999).

Cafizares-Villanueva et al., (1999), determinaron que la forma en el suministro del alimento
también influye notablemente en los examenes de toxicidad aguda con D. magna. Utilizando efluentes en
los cuales emplearon dos cultivos distintos de Chlorella vulgaris (algas inmovilizadas y algas en
suspension) para remover cadmio y zinc y una mezcla de ambos metales, observaron que e cultivo de
Chlorella inmovilizada tuvo un mayor porcentaje de remocién de los metalesy los valores de CL s, fueron
mayores que los obtenidos para los cultivos en suspension. Posiblemente, el empleo de Chlorella
inmovilizada utilizada en la alimentacion de D. magna en este trabajo, influy6 en la intensidad del efecto
toxico del DPy del SZy en lasensibilidad de los neonatos.

La sensibilidad de D. magna a cada uno de los toxicos cambio a ser aimentados. DSS>DP>
fenol>SZ. La sensibilidad a DDS aument6 con el aimento en los neonatos. Tales variaciones estuvieron
relacionadas posiblemente con la respuesta fisioldgica del organismo en las diferentes condiciones de
intoxicacion y diferentes toxicos (Venegas-Pérez, 1996).

En este sentido es importante considerar que €l efecto téxico de cualquier contaminante depende
tanto de su concentracién como del tiempo de exposicion (NuUfiez, 2002). De tal manera, que son
recomendables, |os estudios cronicos ya que proveen informacién mas compleja para valorar los efectos
biol 6gicos de | os tdxicos ambientales.
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Con respecto a tipo de microorganismo probado, se determinG que en México D. magna no ha
sido reportada como especie local. Sin embargo, la posibilidad de probar con especies representativas es
igualmente valido, ya que como lo menciona Baudo (1987), es mas importante tener experiencia con
especies de referencia. El uso de especies residentes no es necesario, Si 1as especies de prueba se parecen a
éstas en relacion a sus habitos alimenticios, fisiologiay comportamiento (Nikumeny Micttinen, 1985).

Es importante mencionar, que uno de los pasos para utilizar un cultivo de D. magna, en pruebas de
toxicidad, es la seguridad de una produccion de un largo nimero de neonatos de calidad consistente
(Bradley et al., 1993). Esto se logré estabilizando e cultivo, manteniéndolo bajo condiciones de
laboratorio constantes en términos de temperatura, luz, calidad del agua y alimento, ya que estas
condiciones influyen en la respuesta de los organismos, cuando se enfrentan al efecto de compuestos
tdxicos o contaminantes del agua con caracteristicas toxicas (Eledent y Bias 1990).

La estandarizacion de los resultados, se sugiere para una comparacion de las condiciones de la
prueba, incluyendo a los organismos, mediante el empleo de tdxicos de referencia (Jansen y Persoone,
1993). Asimismo, es util en el monitoreo biologico de hidrosistemas receptores. Todas estas aplicaciones
presuponen metodologias y técnicas que una vez establecidas, son féciles de seguir. Sin embargo el éxito,
el alcance en su interpretacion y la confiabilidad y repetibilidad de |os resultados descansan también sobre
los procedimientos de reproduccion de |os organismos de prueba.

Los resultados de pruebas de toxicidad agudas y cronicas ayudan a pronosticar efectos a nivel de
comunidad y ecosistema. Por lo tanto, la realizacion de estos trabajos deben incluir a) la estandarizacion
de los protocol os de prueba, incluyendo las fuentes de suministro de organismosy su cultivo, asi como el
uso rutinario de toxicos de referencia, b) la calibracion del laboratorio, permitiendo la comparacion con
otros, €) la estimacion de efectos y tiempos de recuperacion a nivel de poblacion y comunidad, una vez
que se han establecido |os efectos toxicos agudos y d) la validacion de los datos de toxicidad obtenidos en
pruebas de laboratorio con evaluaciones en campo. En este trabajo se logré emprender |as acciones antes
mencionadas, siguiendo un control de cada una de las variables como |lo menciona Baudo (1987).
Finalmente es importante mencionar que esta prueba obtuvo la acreditacion por parte de la Entidad
Mexicana de Acreditacion (EMA), dentro del Laboratorio de Andisis Microbiologicos del Instituto
Mexicano del Petrdleo con el nimero Q-256-070/99.
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CONCLUSIONES

e Losvaores de la ClLs de los toxicos evaluados fueron en general menores a los reportados por
otros autores.

e Laevauacion de la potencia toxica de los compuestos y la sensibilidad de los organismos a los
mismos determind que el Dicromato de potasio es el més adecuado para las pruebas de calidad de
los cultivos de D. magna seguido del DSS. El sulfato de zinc y el fenol son los menos adecuados.

e La CLsg se ve modificada en las pruebas de toxicidad en presencia de Chlorella vulgaris como
alimento en el siguiente orden: SZ>fenol>DP>DSS.

e Lapresencia de Ch. vulgaris incrementa la intensidad téxica, en mayor medida con €l fenol y €l
DSS.

e Lasenshbilidad deD. magnaa DPy a SZ disminuye en presencia de Ch. vulgarisy laincrementa
parael fenol y el DSS.

RECOMENDACIONES.

Considerando los resultados obtenidos en el presente trabgjo, se sugiere realizar de manera periédica
toxicos de referencia que se utilicen internacionalmente; para evaluar el estado de respuesta de los
organismos de prueba como Daphnia magna y de esta manera, garantizar resultados confiables y de
calidad.

Se sugiere continuar probando, ademés de los toxicos mencionados, otros que permitan realizar y
mejorar €l funcionamiento de la metodologia existente, con la finalidad de detectar si 10s organismos
de prueba son tolerantes o hipersensibles a los téxicos evaluados y no afecten el resultado de las
evaluaciones de toxicidad de muestras ambientales.

Redlizar estudios cronicos con y sin alimento (inmovil y en suspension) que provean de informacion

mas completa para poder valorar los efectos bioldgicos de los toxicos presentes en e ambiente.
Ademés de evaluar mortalidad, se deben considerar aspectos como reproduccion y comportamiento.
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ANEXQOS



ANEXO 1
CONDICIONESDE CULTIVO Y MANTENIMIENTO
PARA Daphnia magna

Preparacion de materiales.

El material que se utilizd en las pruebas, se lavo con acetonay se tratd con écido nitrico a 30%.
Antes deiniciar las pruebas, todos | 0s recipientes se enjuagaron con agua reconstituida.

Preparacion del agua reconstituida.

Se prepard e agua reconstituida libre de contaminantes y con caracteristicas deseables de pH,
dureza, conductividad y oxigeno disuelto. Se agregaron los siguientes reactivos: 2.4 g de sulfato de
magnesio (MgSO,), 3.48 g de bicarbonato de sodio (NaHCOs), y 0.16 g de cloruro de potasio (KCl). Por
separado, se disolvié 2.4 g de sulfato de calcio dihidratado (CaSO42H,0), en un litro de agua bidestilada,
se agitd hasta que se disolvié completamente y se adicionaron a los 18 litros restantes preparados con
anterioridad, se mezclo perfectamente y se aired todala noche.

Mantenimiento de los or ganismos.

Se adquirié una incubadora, marca REVCO con un intervalo de: 15 a 40°C. En la cual, se lograron
mantener |os parametros fisicoquimicos dentro de los rangos establecidos (Tabla 22).

Tabla 25. Pardmetros gue se observaron en el cultivo de D. magna.

Parémetro | itervalo
Temperatura 20°C a 22°C
pH 75a85
Dureza 160 mg/l a180 mg/l
Oxigeno disuelto Por arriba de 3 mg/I
Conductividad 250 mhoms/cm a 600 mhoms/cm
Fotoperiodo 16 hluz
[luminacion 600 a 1 000 luxes

Fuente: (NOM-AA-087-1995-SCFl).
Alimentacion.

El alimento estuvo constituido por una especie de algas verdes conocida como: Chlorella vulgaris. La
preparacion se hizo a partir de una cepa inicial del alga. Se procedié a su inoculacion en medio Bold
(Tabla 26) previamente esterilizado. Una vez que se contd con un medio limpio y confiable, se realizo el
filtrado del medio, las membranas utilizadas (0.45 micras) a un volumen de 100 ml de agua reconstituida.
De cada medio filtrado se realiz6 un conteo en la cdmara de New Bawer. La cantidad que se suministro
fue de 2.5 x10° células/ml/organismo, aproximadamente 1 ml de alimento por organismo. Esta se realizd
tres veces por semana (lunes, miércolesy viernes). El conteo de las células de Chlorella se efectud con la
ayuda de una camara de New-Bawer en un microscopio optico.

Los frascos con e aimento preparado, se mantuvieron en refrigeracién unicamente por dos semanas,
al termino de las cuales, el alimento fue desechado.

57



Tabla 26. Preparacion del medio Bold para cultivo de Chloréla vulgaris

CANTIDAD CANTIDAD DE AGUA
STOCK ( OMPUESTO @ DESTILADA (ml)
1 NITRATO 10 400
2 CLORURO DE CALCIO 1 400
3 SULFATO DE MAGNESIO 3 400
4 FOSFATO ACIDO DE POTASIO 3 400
5 FOSFATO BI-ACIDO DE POTASIO 7 400
6 CLORURO DE SODIO 1 400
EDTA 50
7 HIDROXIDO DE POTASIO 31 1000
8 SULFATO DE FIERRO 4.98 1000
ACIDO SULFURICO 1ml
9 ACIDO BORICO 11.42 1000
ZULFATO DE ZINC 8.82
CLORURO DE MANGANESO 1.44
OXIDO DE MOLIBDENO 0.71
10 SULFATO DE COBRE 0.57 1000
NITRATO DE COBALTO 0.49

Fuente: (NOM-AA-087-1995-SCFI)
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ANEXO 2

PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LA DUREZA TOTAL
Fuente: (NOM-AA-087-1995-SCFI)

Este se determind por medio el método de titulacién con E.D.T.A.

Se tomaron 50 ml de la muestra, de tal manera que se gastaron menos de 15 ml, del E.D.T.A. en la
titulacion.

Se adiciond 1 6 2 ml de solucién amortiguadoray se obtuvo un pH de 10 a 10.1.

Se agrego una cantidad apropiada de indicador eriocromo negro T. (0.1 a0.2 gr)

Setitulé con E.D.T.A., € virefue derojizo aazul.

Célculos:

NP

o0k w

mg/| de Dureza como CaCOs=

ml de E.D.T.A. x F x 1000
ml de muestra

donde:
F= Factor que se obtiene a valorar lasolucion. de E.D.T.A..

F= mg de CaCOs;
ml de EDTA
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1. DICROMATO DE POTASIO

ANEXO 3
PARAMETROSFISICOQUIMICOS

Tabla 27. Parametros fisicoquimicos de | as pruebas definitivas sin alimento de toxicidad aguda con DP en D. magna. Se
incluyen valores maximos, minimos, promedio y la desviacion estandar.

CONCENTRACION | TEMPERATURA PH DUREZA OXIGENO CONDUCTIVIDAD
mg/| “C mg CaCO3 DISUELTO microhoms/cm
mg/|
1 F 1 F 1 F 1 F 1 F

0.50 22.7 22.8 7.58 7.6 118.20 120.17 7.9 7.1 540 543
0.45 22.7 22.8 7.58 7.6 118.20 120.17 7.9 7 538 540
0.40 22.7 22.8 7.60 7.6 119.00 122.17 7.9 7 536 539
0.35 22.7 22.8 7.62 7.6 122.00 124.17 7.8 7.1 530 535
0.30 22.7 22.8 7.62 7.6 120.00 122.17 7.8 7.1 517 520
0.25 22.7 22.8 7.67 7.6 124.1 126 7.8 7.1 508 511

Testigo 22.7 22.8 7.63 7.7 120.17 123.06 8 7.3 500 501
S= 0.0519 0.0334 2.3723 54.8722 15.5796

Promedio = 22.80 7.61 121.40 7.48 525.57
Rango = 22.7-22.8 7.58 - 7.67 118.20 - 124.17 7.0-8.0 500 - 543

Tabla 28. Parametros fisicoquimicos de la prueba definitiva con alimento de toxicidad aguda con DP en D

valores maximos, minimos, promedio y la desviacion estandar.

. magna. Seincluyen

CONCENTRACION | TEMPERATURA PH DUREZA OXIGENO CONDUCTIVIDAD
mg/| “C mg CaCO3 DISUELTO microhoms/cm
mgl/l
| F 1 F 1 F 1 F 1 F

0.50 22.7 22.8 7.58 7.6 118.20 120.17 7.9 7.1 539 541
0.45 22.7 22.8 7.58 7.6 118.20 120.17 7.9 7 496 503
0.40 22.7 22.8 7.60 7.6 119.00 122.17 7.9 7 496 503
0.35 22.7 22.8 7.62 7.6 122.00 124.17 7.8 7.1 496 503
0.30 22.7 22.8 7.62 7.6 120.00 122.17 7.8 7.1 496 505
0.25 22.7 22.8 7.67 7.6 124.1 126 7.8 7.1 490 500

Testigo 22.7 22.8 7.63 7.7 120.17 123.06 8 7.3 500 501
S= 0.0519 0.0334 2.3723 54.8722 15.3896

Promedio = 22.80 7.61 121.40 7.48 504.92
Rango = 22.7-22.8 7.58 - 7.67 118.20 - 124.17 7.0-8.0 496 - 541
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2. SULFATO DE ZINC

Tabla 29. Pardmetros fisicogquimicos de las pruebas definitivas sin alimento de toxicidad aguda con SZ en D. magna. Se
incluyen valores maximaos, minimos, promedio y la desviacion estandar.

CONCENTRACION | TEMPERATURA PH DUREZA OXIGENO CONDUCTIVIDAD
mg/| “C mg CaCO3 DISUELTO microhoms/cm
mg/|
I F 1 F I F 1 F I F

5.0 22.2 22.8 7.9 8.1 140 145 8.3 7.9 440 453
4.0 22.1 22.8 7.8 8.1 138 138 8.3 7.9 428 417
3.0 22.1 22.7 7.8 8.1 126 128 8.3 7.4 420 415
2.0 22.0 22.6 7.7 7.9 120 126 8.3 7.4 419 423
1.0 21.9 22.5 7.6 7.9 118 119 8.2 7.3 419 435
05 21.9 22.4 7.5 7.8 114 115 8.1 7.1 420 540

Testigo 22.4 22.5 7.5 7.6 160 165 7.9 7.5 500 510
S= 0.3180 0.2093 16.1409 0.4292 222.8031

Promedio = 224 7.80 132.28 7.85 446
Rango = 21.9-22.8 75-8.1 114-165 7.1-8.3 415 - 540

Tabla 30. Parametros fisicoquimicos de la prueba definitiva con alimento de toxicidad aguda con SZ en D.
valores maximos, minimos, promedio y la desviacién estandar.

magna. Se incluyen

CONCENTRACION | TEMPERATURA PH DUREZA OXIGENO CONDUCTIVIDAD
mg/| “C mg CaCOg3 DISUELTO microhoms/cm
mgl/l
| F 1 F 1 F 1 F 1 F

5.0 22.1 22.8 8.1 8.4 110.32 112.12 7.1 6.8 443 450
4.0 22.1 22.8 8.1 8.4 110.32 114.12 7.1 6.8 442 447
3.0 22.1 22.7 8.1 8.3 100.24 110.32 7.1 6.8 440 439
2.0 22.0 22.7 7.9 8.2 100.24 110.32 6.9 6.8 440 439
1.0 22.0 22.6 7.8 8.1 100.24 108.10 6.9 6.7 437 430
0.5 22.0 22.6 7.7 8.1 100.24 106.14 6.9 6.5 430 428

Testigo 22.2 22.7 7.5 7.7 100.24 100.24 7.3 54 500 516
S= 0.3348 0.2730 5.4171 0.4480 26.0874

Promedio = 22.4 8.02 105.94 6.79 448.64
Rango = 22.0-22.8 75-8.4 100.24 - 114.12 54-73 428 - 516
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3. FENOL

Tabla 31. Pardmetros fisicoquimicos de | as pruebas definitivas sin alimento de toxicidad aguda con fenol en D. magna. Se
incluyen valores maximos, minimos, promedio y la desviacion estandar.

CONCENTRACION | TEMPERATURA PH DUREZA OXIGENO CONDUCTIVIDAD
mg/l °C mg CaCOs3 DISUELTO microhoms/cm
mg/|
| F | F | F | F | F

17.5 22.4 23.0 8.11 8.2 128 132 7.4 5.6 552 560
15.0 22.4 23.0 8.31 8.4 128 132 7.4 5.8 483 490
12.5 22.4 23.0 8.44 8.5 128 134 7.4 5.8 483 490
10.0 22.4 23.1 8.44 8.5 147.75 150 7.4 5.8 488 500
7.5 22.5 23.2 8.45 8.6 135.93 146 7.5 5.6 490 510
5.0 22.0 23.1 8.45 8.6 120.17 144 7.5 5.6 490 510
2.5 22.7 23.2 8.46 8.5 114.26 146 7.5 5.8 491 510

Testigo 22.8 23.4 8.46 8.5 114.26 140 7.5 7.5 435 440
S= 0.3964 0.1293 11.4268 0.8955 31.8870

Promedio = 22.8 8.43 133.77 6.69 495.12
Rango = 22.0-234 8.11- 8.6 114.26 -150 74-75 435 - 560

Tabla 32. Pardmetros fisicoquimicos de la prueba definitiva con aimento de toxicidad aguda con fenol en D. magna. Se
incluyen valores maximos, minimos, promedio y la desviacién estandar.

CONCENTRACION | TEMPERATURA PH DUREZA OXIGENO CONDUCTIVIDAD
mg/| “C mg CaCO3 DISUELTO microhoms/cm
mg/|
17.5 I F I F I F 1 F 1 F
15.0 24.0 24.1 7.85 8.20 110.32 126.08 7.6 6.1 486 580
12,5 24.0 24.2 7.85 8.20 116.23 133.96 7.6 6.2 498 577
10.0 23.8 24.7 8.32 8.39 116.23 133.96 7.6 6.1 496 577
7.5 24.0 24.2 8.31 8.42 116.23 124.11 7.6 6.0 488 557
5.0 24.0 24.3 8.42 8.48 114.26 124.11 7.6 6.0 490 546
25 24.1 24.4 8.40 8.43 120.17 137.90 7.7 6.2 491 540
Testigo 24.1 24.3 8.42 8.43 116.22 133.99 7.7 6.1 491 538
S= 0.2243 0.1946 9.8360 0.7941 36.7786
24.1 8.30 124.85 6.95 527.56
Promedio
Rango = 23.8-24.7 7.85 - 8.48 110.32 - 143.81 6.0 - 8.0 486 - 580
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4. DODESIL SULFATO DE SODIO

Tabla 33. Pardmetros fisicoquimicos de | as pruebas definitivas sin alimento de toxicidad aguda DSS en D. magna. Se incluyen
valores maximos, minimos, promedio y la desviacion estandar.

CONCENTRACION | TEMPERATURA pH DUREZA OXIGENO CONDUCTIVIDAD
mg/l °C mg CaCO3; DISUELTO microhoms/cm
mg/|
| F | F | F | F | F
175 23.3 23.4 8.38 8.4 128.05 130.10 6.5 5.0 547 551
15.0 23.1 23.4 8.36 8.4 124.11 128 6.5 5.0 515 533
12.5 23.1 23.4 8.27 8.4 118.20 126 6.5 4.9 508 521
10.0 23.1 23.4 8.25 8.4 104.41 124 6.5 4.9 504 518
7.5 23.1 23.4 8.20 8.5 104.41 122 6.5 4.8 504 515
5.0 23.1 23.4 8.20 8.5 102.44 122 6.5 4.8 503 510
Testigo 23.1 23.4 8.4 8.5 102.44 120 6.5 4.6 500 506
S= 0.1500 0.0964 9.6798 0.8706 16.7407
Prom = 23.3 8.37 118.83 5.67 514.125
Rango = 23.1-234 8.20-8.5 102.44 - 130.10 46-6.5 495 - 551

Tabla 34. Parametros fisicoquimicos de la prueba definitiva con alimento de toxicidad aguda con DSS en D. magna. Se
incluyen valores maximos, minimos, promedio y la desviacion estandar.

CONCENTRACION | TEMPERATURA PH DUREZA OXIGENO CONDUCTIVIDAD
mg/| °C mg CaCO3 DISUELTO microhoms/cm
mg/|
1 F 1 F 1 F 1 F 1 F

175 24.0 24.4 8.2 8.6 130.69 126.85 4.8 4.1 491 505
15.0 24.0 24.4 8.3 8.8 115.32 115.32 4.8 4.1 494 502
125 24.0 24.4 8.2 8.8 107.63 113.39 4.8 4.1 496 500
10.0 24.0 24.4 8.2 8.9 115.32 109.55 4.8 4.1 497 500
7.5 24.0 24.4 8.4 8.9 121.08 105.71 4.8 4.1 497 501
5.0 24.0 24.4 8.3 8.9 121.08 105.71 4.8 4.0 497 501

Testigo 24.0 24.4 8.4 8.9 130.69 109.55 4.8 4.0 498 503
S= 0.2066 0.2849 8.0619 0.4004 3.5302

Prom = 24.2 8.50 116.27 4.4 498.9

Rango = 24.0-24.4 8.2-8.9 105.71 - 130.69 3.8-4.8 491 - 505
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ANEXO 4

METODO PROBIT

La obtencion de la CLsg se realizd mediante el “Método de Unidades Probabilisticas’, cuya secuencia
se explica a continuacion.

1. Se prepard unatabla con los siguientes datos:

- Concentracion (es) usadas en la prueba (%)

- Logio delasconcentraciones (x)

- NuUmero de organismos por concentracion ( N)

- Mortalidad observada por concentracion (r)

- Porcentaje de mortalidad por concentracion ( P)
- Probit empirico (EP)

- Probit calculado

2. El valor del probit empirico se obtuvo en la siguiente tabla (35) a partir del % de mortalidad por
concentracion:

Tabla 35. Relacion % de mortalidad/ Probit empirico
Mortalidad % Probits Empiricos

% |0 1 2 3 |4 |5 6 7 8 |9

0 - 12.67]2.95|3.12]3.25]3.36|3.45|3.52] 3.59 | 3.66
10 [3.72]3.77]3.82|3.87]3.92|3.96/4.01|4.05]4.08]4.12
20 14.16]4.19|4.23]14.26]|4.29]|4.33|4.36]4.39[4.42|4.45
30 ]4.48]4.50)4.53|4.56[4.59]4.61]4.64|4.67|4.69]|4.72
40 [4.75]4.77]4.80]4.82|14.85/4.87]4.90]4.92]14.95]4.97
50 |5.00]5.03]5.05/5.08]5.10]5.13|5.15]5.18]5.20|5.23
60 |5.25]|5.28]5.31|5.33]5.36]5.39|5.415.44]5.47|5.50
70 ]5.52]5.55|5.58]|5.61|5.64|5.67]5.71|5.74|5.77]5.81
80 [5.84]5.88]5.92|5.95[5.99]6.04]6.08|6.13|6.18]6.23
90 |6.28]6.34|6.41|6.48]|6.55]6.64|6.75]6.88]7.05|7.33
99a|7.33|7.37|741|7.46|7.51|7.58|7.65|7.75]7.88]|8.09
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3. Se graficd en papel el Logo de las concentraciones en €l gje de las X y los probits empiricos en el ge
HYH.

4. Se efectud € guste de la recta por € “método de minimos cuadrados’ utilizando la ecuacion de la
recta que se describe a continuacion:

Y=mX+b
5. Finalizado esto, se traz6 unarecta perpendicular a eje “Y” exactamente en el valor de Probit igual a5.

En e punto de interseccion con la recta ajustada, se proyecto haciael gje“X” paraobtener €l Log 1o de la
CLso.

6. Después de esto se determind la CL sp mediante la siguiente relacion:
CLsp = AntiloglO X (enY =5)
7. Para la determinacion del error patron, se calculd “S’ que esta definido como €l intervalo de

incremento de Log;o de la concentracién (X) por unidad de incremento en el Probit empirico (EP) y tiene
la siguiente relacion:

S=X2 - X1
CP2-CP1
Donde:
X2 y X1 Son lo valores mas bajos y més altos respectivamente obtenidos a
partir de la concentracion en Logio
CP1y CP2 Son los valores més bajos y més altos respectivamente obtenidos a

partir del Probit calculado (CP)

8. Se determind €l error patrén del Logso Clso, preparando unatabla con los siguientes datos:

- Logaritmo de la concentracion (X)

- NUmero de organismos en cada concentracion (N)

- Probit calculado (CP)

- Factor ponderado (w), obtenido a partir de la tabla 36, considerando los valores de probit calculado
(CP).

- Productos: Nw, NwX y NwX?

- Sumatorias; Nw, NwX y NwX?
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FACTOR PONDERADO

Tabla 36 Factor ponderado (w), parael calculo de Probit (Y)

(w) (v)
00] 01]02]03]04]05]06] 07] 08]09

0.001 | 0.001 | 0.001 | 0.002 | 0.002 | 0.003 | 0.05 |0.006 ] 0.008 | 0.01
0.015]0.019 | 0.025 ] 0.031 | 0.040 | 0.050 | 0.062 | 0.076 | 0.092 | 0.11
0.131]0.154 | 0.180 | 0.208 | 0.238 | 0.269 | 0.302 | 0.336 | 0.370 | 0.40
0.4390.471 | 0.503 ] 0.532 | 0.558 | 0.581 | 0.601 | 0.616 | 0.627 | 0.63
0.637 ] 0.634 | 0.627 | 0.616 | 0.60 |0.581 | 0.558 | 0.532 | 0.503 | 0.47
0.439 ] 0.405 | 0.370 | 0.336 | 0.302 | 0.269 | 0.238 | 0.208 | 0.180 | 0.15
0.131 | 0.110 | 0.092 | 0.076 | 0.062 | 0.050 | 0.040 | 0.031 | 0.025 | 0.01
0.015 ) 0.011 | 0.008 | 0.006 | 0.005 | 0.003 | 0.002 | 0.002 | 0.001 | 0.00

D[N0 BD[W|IN|F

9. Una vez obtenidos e factor ponderado (w) y calculado los productos Nw, NwX2 y sumatorias, se
obtuvo €l error patrén (Eslogig) de la CLsg utilizando la siguiente relacion.

EslogioClsp= S°[ 1/ Nw+ YNw(m-2)2/ INw (ENwX?) — (ENwX)?)]%°
Donde:

ES= error estandar

X=logaritmo de la concentracion

s= intervalo de incremento

m= pendiente obtenida por minimos cuadrados

w= factor ponderado obtenido de tablas

Nw= namero de organismos por factor ponderado

NwX=producto con el logaritmo de la concentracién
NwX 2= producto por el cuadrado del logaritmo de la concentracion

Z=NwX/Nw
10. El intervalo de confianza de la CL 5 esta dado por |a siguiente relacion:

ICCL 50— (CL 50) ESL OgCL 50) (| n]_o)
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ANEXO 5
ANALISISESTADISTICO

El andlisis de ANOVA fue realizado mediante el programa de computo STATISTICA 5.1, '98 Edicién.

Tabla 37. Andlisis de Varianza (DP). Efectos significativos p < .05

SS df MS SS Df MS =
Effect Effect Effect Error Error Error P
0.0037 4 0.0009 0.0046 8 0.0006 1.6187 0.2602
Tabla 38. Andlisis de Varianza (SZ). Efectos significativos p < .05
SS df MS SS df MS =
Effect Effect Effect Error Error Error P
6.4143 5 1.2829 6.5397 9 0.7266 1.7655 0.2161
Tabla 39. Andlisis de Varianza. (DSS). Efectos significativos p < .05
SS df MS SS df MS =
Effect Effect Effect Error Error Error P
32.8822 5 6.5764 42.1737 8 5.2717 1.2475 0.3711
Tabla 40. Andlisis de Varianza (Fenol) Efectos significativos p < .05
SS df MS SS df MS =
Effect Effect Effect Error Error Error P
11.5736 4 2.8934 8.2352 8 1.0294 2.8108 0.0997
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El andlisis de ANCOVA para cada toxico fue realizado mediante el programa de computo STATISTICA

5.1, '98 Edicion.

Tabla41. Analisis de Varianza (Dicromato), 1 Covarianzas. Intensidad del toxico.

Sum of

Mean

Squares df Square F p-level
Efecto 317.628 1 317.628 2.249 0.208
Error 564.894 4 141.224

Tabla42. Analisis de Varianza (Dicromato), 1 Covarianzas. Sensibilidad del toxico.

Sum of df Mean = “level

Squares Square P
Efecto 27.508 1 27.508 3.289 0.144
Error 33.457 4 8.364

Tabla43. Analisis de Varianza (Zinc), 1 Covarianzas Intensidad del toxico.

Sum of df Mean E Jlevel

Squares Square P
Efecto 3.017 1 3.017 4.295 0.107
Error 2.810 4 0.702

Tabla 44. Analisis de Varianza (Zinc), 1 Covarianzas. Sensibilidad del toxico.

Sum of df Mean F Jlevel

Squares Square P
Efecto 19.574 1 40.204 13.128 0.022
Error 12.250 4 3.062

Tabla45. Analisis de Varianza (fenol), 1 Covarianzas. Intensidad del toxico.

Sum of df Mean F Jlevel

Squares Square P
Efecto 1.381 1 1.381 8.201 0.046
Error 0.674 4 0.168

Tabla46. Analisis de Varianza (fenol), 1 Covarianzas. Sensibilidad del toxico.

Sum of

Mean

Squares df Square F p-level
Efecto 372.993 1 372.993 16.532 0.015
Error 90.246 4 22.562




Tabla47. Analisis de Varianza (DSS), 1 Covarianzas. Intensidad del toxico.

Sum of df Mean = “level

Squares Square P
Efecto 0.082 1 1.292 32.661 0.005
Error 0.158 4 0.040

Tabla 48. Analisis de Varianza (DSS), 1 Covarianzas. Sensibilidad del toxico.

Sum of

Mean

Squares df Square F p-level
Efecto 10.809 1 61.146 2.462 0.008
Error 10.425 4 2.606
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COMPARACION DEL EFECTO DE CUATRO TOXICOS

Tabla 49. Comparacién mdltiple por Newman-Keuls; INTENSIDAD (S/alimento vs Cl/alimento). Efectos con
significancia p < .05

Crsla fenol s/a DSS s/a Zn s/a DP c/a fenol c/a DSS c/a SZ cla
promedio | 154.93 4,2095 4.6473 13.750 175.840 5.6070 6.0165 13.9250
Cr sla 1 0.0001 0.0001 0.0001 0.0014 0.0001 0.0002 0.0001
fenol s/a 0.9183 0.2881 0.0001 0.9524 0.9797 0.2268
DSS s/a 0.2673 0.0001 0.8476 0.9564 0.1945
Zn sla 0.0001 0.2670 0.1977 0.9967
DP c/a 0.0001 0.0001 0.0002
fenol c/a 0.9287 0.1703
DSS c/a 0.0885
SZ cla 1

da: sin dimento; c/a: con aimento

Tabla 50. Comparacion multiple por Newman-Keuls; SENSIBILIDAD (S/alimento vs C/alimento). Efectos con
significancia p < .05

Cr s/a fenol s/a DSS s/a Zn s/a DP c/a Fenol c/a DSS c/a SZ cla
Promedio | -9.0424 3.6976 -3.8855 11.8070 -8.0855 -6.5418 -12.846 6.4804
Cr s/a 1 0.0009 0.1716 0.0001 0.4560 0.4242 0.4241 0.0002
fenol s/a 0.0185 0.0388 0.0035 0.0066 0.0003 0.3634
DSS s/a 0.0003 0.3705 0.3991 0.0495 0.0056
Zn sla 0.0001 0.0002 0.0001 0.1047
DP c/a 0.6120 0.2768 0.0006
Fenol c/a 0.1859 0.0013
DSS c/a 0.0002
SZ cla 1

da sin dimento; c/a: con aimento
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ANEXO 6
FORMATOSDE REGISTRO

LABORATORIO DE ANALISISMICROBIOLOGICOS

ANALISISFISICOQUIMICO DE AGUA

P

OXIGENO
TIPODE | FECHA | TaC pH CONDUCTIVIDAD DUREZA DISUELTO OBSERVACIONES ANALIZO
AGUA (microhoms/cm) (mgCaC03) (mg/l)
Registro de andlisis fisicoquimicos del agua bidestilada y reconstituida para Daphnia magna.
REGISTRO DE CULTIVO DE Daphnia magnha
No. Frasco:
No. De Frasco:
FECHA No. MORTALIDAD | CAMADA EDAD DE LOS No. OBSERVACIONES | ANALIZO
ORGANISMOS ORGANISMOS DE NEONATOS

Registro de cultivo de Daphnia magna, bajo condiciones de laboratorio.
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REGISTRO ANALISIS FISICOQUIMICO DEL AGUA DE PRUEBA

Tipo de prueba:

Identificacion de la muestra:

Fechaandlisisinicial:

Fechade andlisis final:

CONCENTRACION T°C pH DUREZA OXIGENO CONDUCTIVIDAD OBSERVACIONES
(mgCaCos) DISUELTO (microhoms/cm)
(mg/l)
| F F | F | F I F

Registro fisicoquimicos del agua de prueba, para el periodo de prueba con toxico.

REGISTRO DE RESULTADOS DE PRUEBA

Fecha: Horainicio:

Clave de la muestra:

Hora término:

Tipo de prueba:

No. Organismos por concentracion:

Edad de los organismos:

PRUEEA 1 PRUEB/\ 2
LECTURASNO. MUERTOS LECTURASNO. MUERTOS
EN INTERVALOSDE TIEMPO TOTAL MORTALIDAD EN INTERVALOSDE TIEMPO TOTAL MORTALIDAD
CONCENTRACION 24 horas 48 horas % CONCENTRACION 24 horas 48 horas %
(mg/l) Replicas 24 48 | 24 48 (mgl) Replicas 24 48 | 24 48
1 2 g 1 2 g Horas Horas 1 2 S 1 2 S Horas Horas
Testigo Testigo
CL50: CL50:

Registro de organismos muertos a 24 y 48 horas, aplicando el téxico en D. magna
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