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RESUMEN

El presente trabajo consistié en determinar la toxicidad del niquel. Los bioensayos
se realizaron empleando sedimentos arificiales y con el organismo Moina

macrocopa.

En ta primera parte se prepard un sedimento artificial para sistemas de agua dulce

y se realizo la caracterizacidn fisica y quimica de este.

La segunda parte consisti en determinar la ClLg, del niquel en agua y sedimento
sobre la especie Moina macrocopa. Las Clgy encontradas en un lapso de 48

horas fueron:

Para agua Clg = 6.84 ppm y sedimento ClLg, = 12.09 ppm de niquel.
Encontrandose segun la clasisificacién de los toxicos de acuerdo a su grado de
toxicidad ( SARH, 1980 ), que el producto es toxico, ya que las Clgy se

encuentran entre 6 y 12 ppm.

La tercera parte consistid en expoﬁer al organismo a concentraciones subletales
del metal mediante bioensayos con sedimentos, obteniendo aumento vy
disminucion en la concentracion de proteinas, hemoglobina y actividad de la
acetilcolinesterasa en el cladocero, siendo estos valores significativos vy

constantes en las concentraciones respectivas de niquel utilizadas.

La cuarta parte consistid en determinar niquel en fase acuosa y sedimento por
Absorcion Atdmica. Encontrando que la mayor parte del metal 94.69% tiende a

acumularse en el sedimento y solo el 3.77% se encuentra en la fase acuosa.

En este trabajo se enconird que el niquel esta biodisponible para el organismo
Moina macrocopa, ya que se observarén efectos tdxicos a las concentraciones

empleadas.

FES ZARAGOZA UNAM Montero, Santiago, A.
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I. INTRODUCCION

Aunque desde la antigiedad se ha descrito acerca de los dafios ecoldgicos
producidos por el continuo incremento de la contaminacion por toxicos en
ambientes acuaticos, hasta estos (ltimos afios, este problema ha sido motivo de
gran preocupacién en nuestro pais, debido a que e} acelerado crecimiento urbano
e industrial ha aumentado la complejidad de los residuos que se descargan at
ambiente, provocado serios problemas toxicolégicos y de impacto ambiental, en

las comunidades expuestas a estas descargas.

Los metales pesados han sido identificados como uno de los mas peligrosos
contaminantes de los sistemas acuaticos, debido a su persistencia y gran
toxicidad para muchos organismos. Ellos pueden estar presentes en agua y
sedimento. Los estudios relacionados con la presencia y efectos de estos sobre la
vida, son de suma importancia en la preservacion del equitibrio ecolégico, y asi
como en [a proteccidn de la salud humana, si se considera la posibilidad de los
fendmenos de bicacumulacion y persistencia de los metales a través de cadenas
alimenticias o al uso del agua para consumo humano, recreacién e irrigacion, y si
el dltimo eslab6n es el hombre, entonces el problema es ain mas grave, ya que la
concentracién final va a ser mayor que la concentracién del primer eslabén de la

cadena.

Hasta hace unos afios la preocupacion en materia ambiental en paises
industriales ha originado estudios sobre la relacién que guardan elementos
pesados como: Arsenico (As), Cadmio (Cd}, Cobre (Cu), Cromo (Cr), Mercurio
{Hg). Niguel (Ni) y Plomo (Pb) los cuales pueden afectar la funcién de cualquier
ser vivo. Muchos son los metales pesados que comunmente, contribuyen al
deterioro ambiental y también muchas son las formas de vida que se ven
afectadas por la presencia de estos contaminantes. considerando lo anterior y

dada la importancia de realizar trabajos que se enfoquen a este tipo de

FES ZARAGOZA UNAM Montero, Santiago, A,
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problematica y con el fin de inferir posibles soluciones que aminoren o eliminen los
efectos nocivos de los diferentes contaminantes se realizé este trabajo con niguel
como tentaviva para visualizar tos efectos toxicoldgicos de este metal debido a
que el uso de materiales que lo contienen, ha estado incrementandose en los
ultimos afios, es probable que la concentracibn de este metal en suelo,
sedimento, aguas superficiales y en atmdsfera continuard aumentando en la

misma medida.

En Meéxico, se realizan esfuerzos por incluir en la legislacion, los aspectos
toxicolégicos y evaluaciones rutinarias de toxicos; asi como establecer
metodologias que permitan una rapida, econémica y eficaz determinacion de
efectos toxicos de productos quimicos; claramente todavia queda mucho por
hacer, pero el cumplimiento de los objetivos ptanteados, en este trabajo pretende
fortalecer las bases y principios fundamentales para determinar el efecto téxico de
elementos tales como el niguel el cual es ampliamente utilizado en la industria

quimica.

Muchas sustancias quimicas y sus productos de degradacién son toxicos, adn
cuando se encuentran presentes a niveles de trazas y Unicamente 20% pueden
describirse como sustancias de las cuales se dispone informacion minima sobre
toxicidad. Se hace notar que no se tiene informacion disponible sobre salud del

75-80% de las sustancias quimicas industriales.

Es importante también destacar que uno de los principales problemas que afronta
el sector industrial mexicano, consiste en preservar el medio ambiente, evitar
alteraciones ocasionadas por deshechos industriales y mantener el equilibrio de

los ecosistemas hasta donde sea posible.

Es necesario determinar la toxicidad del niguel en organismos acuaticos como
Moina macrocopa (pulga acuatica), por ser una especie abundante e importante

en diversas cadenas troficas, sensible y buen indicador biclogico de ia

FES ZARAGOZA UNAM Montero, Santiago, A.
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contaminaci6n acuatica y evitar asi el peligro de Ia bicacumulacion previniendo el

dafio a las especies que forman parte de la cadena alimenticia.

Por esta razén es tema de interés el estudio del efecto toxico del niquel en
sedimentos artificiales sobre Moina macrocopa. E| cual sienta las bases para
llevar acabo bioensayos de toxicidad estandarizados, sencillos, rapidos vy
econdmicos con microorganismos que puedan encontrarse en cualquier ambiente
Y que ademas permitan cuantificar y evaluar de manera real y sensible los

distintos grados de contaminacion y los cambios en los distintos niveles traficos.

FES ZARAGOZA UNAM Montero, Santiago, A.
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Il. FUNDAMENTACION DEL TEMA

.1, GENERALIDADES NiQUEL

Antecedentes Historicos: Axel Frederik Cronstendt, un minerélogo suizo, identificé
en 1731 un nuevo elemento metdlico como un constituyente de un mineral comun:;
“Kupfernickel”. En el folklore aleman “Nickel” se referia a un picaro, diablo o enano
“( Old Nick )", por o que, Kupfernickel significaba e! “cobre de Old Nick”, Cronstedt
denomind “Nicke!” al nuevo elemento y describié algunas de sus propiedades
fisicas y quimicas (Hausinger, P.R.1993).

I1.11.2. Propiedades Fisicas y Quimicas

El niquel es un elemento metalico de color blanco, plateado, brillante, duro, dicti,
maleable y ferromagnético. Pertenece al grupo VIIB de la tabla periddica, con un
namero atémico de 28 y un peso atomico de 58.71. Comprende una mezcla de

cinco isétopos naturales con pesos atémicos de 58, 60, 61, 62, y 64.

El punto de fusion def niquel metalico es de 1453 °C y el punto de ebullicion es de
2732 °C siendo un buen conductor del calor y de la electricidad (Scoot, JJ;
Fordsmand. 1997).

11.1.3. Fuentes y Usos

El niquel y sus compuestos pueden ser detectados ampliamente en el ambiente
incluyendo plantas y animales utilizados para el consumo humano, en el aire,
suelo, agua potable, rios, lagos, océanos. Constituye cerca del 0.0086% de la
corteza terrestre y se encuentra en una propoercion de 75 mgfkg ( rango :58-94
mg/kg ), predominando en las rocas igneas (Duke. 1980).

Desde el punto de vista comercial los minerales mas importantes son: a)
pentlandita y pirrotita minerales de sulfuro y b) el silicato de garnierita. Alrededor
del 60% de todo el niquel que se produce se obtiene de ia pentlandita (£.P.A.
1986).

FES ZARAGOZA UNAM Montero, Santiago, A.
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Usos

El niquel es utilizado principalmente en la produccién de aleaciones, incluyendo
acero inoxidable, en la industria de magquinaria, industria quimica y electrénica,
utensilios domeésticos, acufacion, galvanoplastia (electroplastia), produccién de
pinturas, pigmentos y en la industria de ceramica. De igual modo se utiliza en las
areas nuclear y aereoespacial y como catalizador en procesos industriales y de
refinacion del petréleo. Alrededor de un 50% del niquel se utiliza en la produccién
de acero inoxidable y un 22% aproximadamente en otras aleaciones,
correspondiendo cerca de un 12% a la gaivanoplastia (Garcia, M.M. 1892).

I1.1.4. Niquel en: Aire, Agua, Suelo y Alimentos

Aire: Las principales fuentes primarias de emision del niquet al aire ambiental son
la combustién de los productos de petroleo (quema de carbdn y aceite para la
generacion de energia o de calor); la industria primaria (mineria, fundicién Y
refinacion), la incineracién de desechos municipales; la industria intermedia
(manufactura de acero, galvanoplastia); y la combustibn de vehiculos
automotores. Otras fuentes son la manufactura de cemento, las minas de asbesto
y las emisiones de fuentes menores, (volcanes) y la produccion de aleaciones de

niquel.

El niquel en el aire ha sido monitoreado en el mundo en diferentes regiones,
urbanas y no urbanas. Los niveles de nique! en el aire ambiental se presentan en

un rango de 10 a 60 ng/m® en zonas urbanas y de 1.a 20 ng/m’ en zonas rurales.
g

Se han encontrado promedios de niquel en areas muy industrializadas, con cifras

mayores de 100 ng/m®.

Agua: Las fuentes posibles de niquel en agua y en suelos incluyen las aguas de
inundaciones de riego, los suelos transformados con lodos de residuos

municipales,las aguas residuales municipales e industriales sin previo tratamiento

FES ZARAGOZA UNAM Montero, Santiago, A.
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{ ver anexo 5), las aguas de plantas de tratamiento de residuos municipales, y las

aguas subterraneas cerca de los terrenos utifizados para rellenos.

Los valores de 2-10 ug/L en agua potable son bastante comunes. En estudios
realizados en 969 sistemas publicos de abastecimiento de agua, en los Estados
Unidos, durante 1969-1970 el nivel promedio de niquel fue de 4.8 pgflL,

excediendo los 25 ug/L, solamente en 11 sistemas.

El niquel ha sido monitoreado en aguas superficiales, profundas, potables y en el
sedimento. Las concentraciones de nique! en el agua de mar fluctdan entre 0.1 y
0.5 pg/L. La concentracién tipica promedio del niquel en el agua superficial esta

en ¢l rango de 15 a 20 pg/L.

Suelo: La concentracién de niquel en los suelos agricolas fluctia en un rango de 5
a 500 pgfg con un nivel de 50 pug/g. En tierras no agricolas el rango fluctua entre 4
¥ 80 ug/g con una mediana de 26 ug/g en suelos cercanos a refinerias. El niquel

puede ser introducido al suele agricola por la aplicacion de sedimentos residuales.

Alimentos: Se han encontrado en varios tipos de alimentos; en granos, vegetales
y frutas, de 0.02 a 2.7 pg/g; en carnes, de 0.06 a 0.4 pg/g, en pescados, de 0.02 a
20 ug/g. Se han informado cifras mayores a 100 ug/L en leche de vaca. La
concentracion del niquel en leche materna se reporta entre 20 y 500 pg/L. El
niquel puede ser transferido a ios alimentos por los utensilios de cocina
elaberados con niquel y en la plomeria de los metales, pudiendo ocasicnalmente

afadir hasta 1 mg/dia a la ingestion diaria promedio.

Tabaco: los fumadores estan expuestos a cantidades significativas de
compuestos de niquel. En estudios realizades en diversos paises, se ha
encontrado el contenido de nigquel en cantidades que fluctian en el rango de 2 a
6.2 ug por cigarrilio. Aproximadamente del 10 al 20% del niquel es liberado en el
humo del cigarro y puede ser inhalado posiblemente como carbonilo de niquel.
(Lars, F, y su grupo 1990. Aubert, H; Pinta, M. 1980).
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I1.1.5. Poblaciones Expuestas

El riesgo de la exposicion al niquel esta relacionado fundamentalmente, con el
tipo de compuesto y la via de exposicion. Los sectores de la poblacidn que
pueden estar mas expuestos incluyen el ocupacional, las personas cuya dieta
contiene en forma natural un alto contenido de niquel, y las personas que viven

cerca de una instalacidn de procesamiento de niquel y las que fuman tabaco.

Asumiendo que en el hombre, el promedio de la tasa de respiracion es de
20m*(dia, los valores tipicos de exposicion diaria al niquel por inhalacion han sido
estimados entre 20 y 200 ng/dia en zonas rurales y de 200 a 1200 ng/dia en las

areas urbanas.

Si tenemos en cuenta que el promedio de ingestion de agua potable en el humano

(adulto) es de 2 litros/dia, asumiendo una concentracion de 5 ug/L en agua.

Se ha calculado la ingestion diaria de niguel, en adultos a través de los alimentos,
en el rango de 10 a 300 pg/dia. Se reporta que fumar 20 cigarrillos al dia puede
resultar en la inhalacion de 40 a 80 pg de niquel, semanalmente (Morton,

Lippmann y su grupo 1892).

I.2. TOXICOCINETICA DEL NiQUEL

La absorcion del niquel en el hombre ocurre fundamentalmente a través de la via
respiratoria, la via digestiva (dieta) y la piel. Las cantidades relativas de niquel
absorbidas por el organismo estan determinadas por la cantidad inhalada,
ingerida en contacto o administrada; asi como, por las propiedades fisico-
quimicas del compuesto, siendo la solubilidad un importante factor en todas las

rutas de absorcion.

Generalmente la absorcion de las sales solubles de niquel es rapida pues se

disocia facilmente en el ambiente acuoso de las membranas biolégicas, lo que
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facilita su transporte, en contraste con la pobre absorcion de los compuestos

insolubles del metal.

La absorcion respiratoria es generalmente la principal via de entrada del metal al
organismo. Las particulas con diametros mayores de 10 pg son retenidos
predominantemente en la mucosa nasal y traqueo bronquial, pudiendo las

particulas menores alcanzar los alvéolos pulmonares.

La deposicion de particulas en los pulmones, procedentes del aire ambiental,
puede ser aproximadamente de un 30% del niquel inhalado, teniendo una
tendencia a acumularse en el tejido pulmonar y en las glandulas linfaticas
regionales. De acuerdo a la solfubilidad del compuesto, solamente una parte del
compuesto retenido puede alcanzar la sangre, calculandose el promedio de la

captacion sistémica en alrededor de un 20% de la dosis inhalada.

Su absorcién por el tracto gastrointestinal ocurre generalmente por ingestion de

alimentos, bebidas o aguas.

La absorcion gastrointestinal del niquel y de sus compuestos por la dieta en el
hombre es pobre ( 1-5% de la dosis ingerida } y depende generalmente de la
solubilidad de la sustancia, siendo los compuestos solubles los que mas se
absorben en comparacion con los insolubles. Gran parte del niquel ingerido

permanece en el tracto gastrointestinal y es excretado en las heces.

La composicion de la dieta influye en los niveles de absorcion del niquel. Se
refiere a que sélo una porcion pequefia del metal es absorbido por via
gastrointestinal cuando esta incorporado a los alimentos; sin embargo, la
absorcion se eleva mucho durante el ayuno. Los agentes quelantes suprimen la
absorcion gastrointestinal y son usados como antidotos en la intoxicacion aguda
por niquel. La absorcién cutanea de este metal es de 55-77% en un lapso de 24
hrs {Lauwervs, R; Hoet, P. 1991).
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fl.2.1. Metabolismo

El niguel absorbido es transportado a través de torrente sanguineo principaimente
unido a la albamina, L-histidina, otra fraccion se une a la «-2 macro globulina

nigqueloplasmina.

Se acompleja también con ofras moléculas ultrafiltrables, distribuyéndose en todos
los érganos, pero en mayor preporcién en rifién, higado, pulmén y mas en el SNP

(Sistema nervioso periférico) que en el central.

La distribucién en los tejidos depende de determinados parametros tales como la

forma quimica, la ruta de absorcion, la dosis y el tiempo después de la exposicién,

Las concentraciones de niquel en los tejidos y en los liquidos corporales son muy
elevadas después de una exposicién a compuestos solubles, mientras que las
concentraciones son no detectables o muy bajas después de la exposicion a

compuestos poco solubles,

Eliminacién: Las diferentes rutas de excrecion de este compuesto dependen de la
via de exposicion y la forma de presentacion del metal. El niquel no absorbido por

via digestiva se excreta en las heces.

La principal ruta de excrecion del niquel absorbido por todas las vias es la urinaria

(90%) y los valores normales referidos son entre 2 y 5 pg/L.

Se han encontrado que otras secreciones del organismo tienen la habilidad de
excretar niquel: saliva, bilis, sudor, lagrimas, cabelio y leche (Lauwervs, R; Hoet ,
P. 1991; Berman, E. 1980).
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11.2.2. Mecanismo Toéxico del Niquel

El niquel reemplaza otros iones metalicos en enzimas y proteinas, se une a
compuestos celulares que contienen atomos de O, S y N tales como enzimas y

acidos nucleicos, los cuales son inhibidos (Scooft, J.J; Fordsmand. 1997).

Tiene una variedad de efectos sobre las enzimas, debido a que puede substituir
otros iones metalicos divalentes, por lo que es capaz de inhibir y activar 1a misma

enzima dependiendo de su concentracion (Carson, B y su grupo 1991).

Este ion posee una gran afinidad por las proteinas. En varios casos el niquel
puede desplazar el cation activo e impedir estéricamente su unidn al sustrato,

actiia como un efector alostérico (Hausinger, P.R. 1893).

El niquel también posee afinidad por los grupos sulfihidrilos (-SH) de las enzimas,
lo que significa alteracién de la forma y funcién de ellas, originando alteraciones
fisiolégicas en el organismo. Interacciona con los fosfolipidos de |la membrana,
incrementa la peroxidacion lipidica, se une a grupos fosfato como los del ATP y
sustituye al Mg*? en la ATP asa. Estimula la segregacién de glucagén y se

acompleja con ADN y ARN y sus enzimas reguladoras (Repefto, M. 1995).

11.2.3. Efectos Toxicologicos

El niquel altera la forma y funcién de proteinas y enzimas, esto constituye el
fundamento de los efectos téxicos que se refiejan en los estudios de laboratorio.
Los efectos por niquel son variables segun, el tipo de compuesto, via de ingreso,
cantidad absorbida, tiempo, tipo de exposicion, caracteristicas propias del

individuo expuesto y caracteristicas fisicoguimicas del medio ambiente.

Efectos generales: En forma aguda provoca gastroenteritis severa, temblor,
movimientos coreicos y paralisis. Localmente, imitacion pulmonar, asma y
neumoconiosis por via inhalatoria y dermatosis por contacto, con gran capacidad

sensibilizante.
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La afectacion sistémica induce eritrocitosis (valores elevados de hemoglobina)
dependiendo de la concentracion, retraso del crecimiente, hiperglucemia y
alteraciones degenerativas en corazan, pulmén, higado-y riién, cancer pulmonar

y gastrico, con limitada evidencia en humanos.

Manifestaciones agudas: En lo referente a los efectos en la salud humana,
probablemente es el carbonilo de niquel, el compuesto de mayor toxicidad. Este
compuesto, volatil incoloro y liquido se forma por el contacto de las particulas
finas de niquel con el monodxido de carbono, durante el proceso de Mond, de
purificacion del niquel, siendo la exposicion generalmente accidental en los

trabajadores vinculados al procesamiento del metal.

La exposicion aguda al carbonilo de niquel Ni{CO), por inhalacién, produce en una
primera fase, cefalea frontal, vértigo, nauseas, vomitos, insomnio e irritabifidad,
seguido de un periodo asintomatico previo al establecimiento de la sintomatologia
mas persistente e insidiosa, semejando una neumonia, dada por dolor toracico,
tos seca, disnea, cianosis, taquicardia, sintomas gastrointestinales ocasionales,

sudoracion , transtornos visuales y debilidad.

Ei pulmén es el érgano blanco en la intoxicacidn por el carbonilo de niquel, siendo
las lesiones patdlogicas observadas en la exposicion humana aguda la
hemorragia pulmonar, edemas o signos de neumonitis, ademas de transtornos
alveolares pulmonares, degeneracién del epitelio bronquial y formacion de
exudado fibrinoso intraalveolar. Pueden afectarse ademas el higado, rifones,
glandulas suprarrenales, bazo y cerebro. Las causas mas comunes de muerte son
la neumonitis intersticial difusa y la hemorragia o edema cerebral (Morton, L., y su
grupo 1992)

Efectos dermatolégicos: Actualmente estd aumentando la importancia del niquel
como elemento causal de afecciones dermatoldgicas en la poblacion general,
especialmente en las mujeres, siendo la hipersensibilidad al niquel la causa mas

comin. Alrededor del 1-2% de los hombres y de un 8-10% de mujeres muestran
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una reaccién positiva en |a piel a pruebas de parche con sulfato de niquel. Esto
sugiere que cada vez mas, la exposicion no ocupacional al niquel que incluye
objetos elaborados con niquel, tales como; joyas, monedas, herramientas,
utensilios de cocinas de acero inoxidable, protesis y otros. Constituye un problema
de mayor significacién sanitaria. La dermatitis por contacto con niquel se
manifiesta al inicio con eritema papular o papulovesicular con prurito y ardor, con
tendencia a la liquenificacion, teniendo las caracteristicas similares a una

dermatitis atdpica.

Efectos respiratorios: La exposicion crénica por inhalacién de polves y aereosoles
imitantes del metal, puede contribuir al desarrollo de enfermedades cronicas
respiratorias, incluyendo asma bronquial, bronquitis y pneumoconiosis,
pudiéndose también desarrollar rinitis hipertréfica, sinusitis, poliposis nasal y

perforaciones del septum nasal.

Efectos en el sistema‘tardiovascular: Se ha descrito que pacientes con infaro
agudo del miocardio y angina de pecho inestable desarrollan niveles altos de

niguel en suero, secuido de vasoconstriccion de las coronarias.

Efectos renales: Se han detectado efectos en casos de intoxicacién aguda por
carbonilo de niquel, manifestados por edema renal, con hiperemia y degeneracion

parenguimatosa.

Carcinogenicidad: Estudios epidemiolégicos han demostrado el incremento en la
incidencia de cancer pulmonar y nasal, entre trabajadores de refinerias de niquel,
siendo la mayor incidencia en trabajadores vinculados a actividades de

calcinacién y fundicion.

En una refineria se encontrd un riesgo similar asociada a la electrolisis. Tambien
han sido notados incrementos en el riesgo de desarrollar otro tipo de tumores

malignos, incluyendo carcinomas de laringe, riiidn, prostata, estdbmago y sarcomas
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de tejidos blandos en trabajadores de refineria de niquel (Calabrese, J.E; Kenyon,
M.E. 1991; Nieboer, E; Nriagu, O.J. 1992).

I.3. SEDIMENTOS

Durante los ditimos afios el problema de la contaminacidon ambiental ha sido
motivo de gran preocupacién a nivel mundial, el desamollo tecnolégico y
crecimiento demogréfico han contribuido de manera importante, afectando
gravemente los tres vectores de la naturaleza, aire, agua, y suelo (Vizcaino,
1986). Los cuerpos de agua se {ransforman en una fuente de contaminacion para
ta flora y fauna acuatica, asi como para el hombre en la medida que sea
contaminada por actividades antropogénicas. Esto ha traido como consecuencia

el estudio de los sedimentos contaminados.

La hidrosfera es el area mas importante de la tierra consta principalmente de tres
fases, material disuelto, material particulado suspendido en el agua y sedimentos.
Sobre el fondo de rios y lagos se acumula material s6lido en particulas, que limita
inferiormente la extension de los ecosistemas acudticos este material recibe el
nombre de sedimento. Geoldgicamente hablando, los sedimentos son la via y el

fin de materiales naturales y antropogénicos.

Los sedimentos contaminados con nutrientes, metales, metaloides y sustancias
organicas pueden ser encontrados en sistemas de agua dulce y marino alrededor
del mundo. Mientras algunos de estos contaminanies estdn presentes a
concentraciones elevadas como resultado de procesos naturales, en la mayor
parte de los casos se presenta debido a actividades antropogénicas (Burion,
G.A,Jr. 1992)

11.3.1. Componentes de un Sedimento

Sedimento: Representa la acumulacién de materiales arrastrados, o bien
producidos en la misma masa de agua, particulas inorganicas y organicas

eventualmente sedimentadas sobre el fondo de un cuerpo de agua.
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Por lo tanto el sedimento es generalimente una matriz de materiales y pueden ser
relativamente heterogéneos en términos de sus caracteristicas fisicas, quimicas y
biologicas (Margalef, R. 1983).

Los sedimentos se pueden definir por estar constituidos por cuatro componentes

principales.

1. Fl mas grande volumen es ocupado por el agua intersticial la cual llena los
espacios entre las particulas del sedimento y usualmente se encuentra por arriba

del 50% del sedimento , en cuanto a volumen.

2. La fase inorganica incluye; arcillas de rocas, fragmentos de rocas, conchas,

caparazones y minerales formados en |a propia agua.

3. La materia organica incluye; organismos enteros que mueren en el sedimento,
organismos muertos y fragmentos de los mismos, excrementos y materia organica

flocutada.

4. Materiales derivados antropogénicamente incluye; materiales contaminados y

erosionados de la capa superficial del suelo,

Los sedimentos constan de un amplio rango de tamario de particulas inorganicas,
fraccion gruesa ( arena y materiales gruesos mayores de 62 ym de diametro ) y
fraccion fina ( arcillas y materiales menores de 62 um de diametro ). La fraccion
gruesa esta constituida principalmente, de materiales inorganicos estables;
silicatos que son no cohesivos y generalmente no asociados con la contaminacion
quimica. La fraccion fina esta constituida de aluminosilicatos { arcillas ), las cuales
son particulas con un &rea superficial relativamente grande y frecuentemente
tienen cargas eléctricas superficiales originando que estas puedan ser mas
reactivas, quimica y biolégicamente que las arenas gruesas, lo cual incrementa la

probabilidad de sorcién y desorcion de contaminantes (Burton, G.A.Jr. 1992).
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El material organico tiene también propiedades desortivas liberando y atrapando
contaminantes. Altas concentraciones de materia orgénica disuelta, intercambian

la solubilidad y complejacion de metales (Fergusson, E. 1990).

11.3.2. Rutas de Exposicién

En sistemas naturales las principales rutas por las cuales los téxicos unidos a los
sedimentos pueden entrar a un sistema biolégico son: Ingestién de material
suspendido alrededor del agua, ingestion de contaminantes preconcentrados en el
alimento; incorparacién de contaminantes por sistemas fisioldgicos importantes,
ingestion agua de poro, de agua superficial y contacto entre el organismo y el

sedimento.

11.3.3. Sedimentos Artificiales

La evaluacién de sedimentos contaminados por medio de bicensayos de
laboratorio mas que una adicidn a un andlisis quimico es un desarrolio
relativamente reciente. En donde una respuesta biologica tiene la ventaja de
reflejar la porcion biodisponible de un contaminante, el cual puede ser muy
diferente de la cantidad total determinada por andlisis quimico. Estos bioensayos

incorporan protocolos y riguroses controles.

Las pruebas de toxicidad con sedimentos son necesarias para aquellas
sustancias que se distibuyen y acumulan, tales como los metales pesados.
Ademas son comlnmente la (nica via para evaluar la toxicidad. En pruebas
regulatorias de toxicidad de sedimentos, uno de los mayores objetivos es
frecuentemente la medida de la toxicidad relativa, es por eso esencial tener un
grado de estandarizacion. Los sedimentos naturales de ambientes marinos y de
agua dulce pueden variar ampliamente en sus caracteristicas, ademas poseen
una amplia macro, meso y micro floraffauna. Por lo tanto es necesario que la
investigacion se enfoque hacia la identificacion de procedimientos estandarizados,
de los cuales factores tales como, disponibilidad, biodisponibilidad son medidas

mas predecibles, repetibies y por consiguiente existe una interpretacion mas clara.
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Esto origina la necesidad de emplear sedimentos artificiales, los cuales pueden
mostrar que existe toxicidad debido a propiedades fisicas, quimicas o biologicas,
que se presentan de manera natural proporcionando muestreos estandarizados,

asi como replicacion temporal, espacial y reproducibilidad.

La utilizacion de suelos terrestres para pruebas de toxicidad en agua dulce,
proporcionan un sustrato en el cual no sobrevive la macro fauna, ademas si son
colectados localmente para pruebas de laboratorio, estos pueden ser todavia mas
variables en lo referente a sus caracteristicas. Es por eso que a través de
investigaciones se han establecido materiales con propiedades especificas los

cuales son usados para la elaboracion de sedimentos,

Sedimentos artifictales: Los sedimentos verdaderamente adificiales usualmente
constan: de una base de arena limpia con una distribucion de tamaiio de particula
definido una fraccion de arcilla y contienen una proporcion fija de materia
organica.(SETAC. 1993).

11.3.4. Caracterizacién

Antes de realizar las pruebas de toxicidad se requiere de informacion basica
acerca de las propiedades fisicas y quimicas del sedimento. El tipo de
caracterizacion necesario para el sedimento depende de los objetivos de estudio y
los contaminantes de interés; sin embargo un minimo de parametros deben ser
incluidos debido a que influencian en la toxicidad y pueden proporcionar datos de
interpretaciéon. Las medidas recomendadas incluyen: Temperatura, tamafio de
particula, humedad, pH, capacidad de intercambio catiénico, conductividad,
demanda bioguimica de oxigeno (DBO), oxigeno disuelto (OD) y contenido de
carbono organico (%C) (Burton, G.A. Jr. 1992).
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11.4. Ensayos Biolégicos

Para evaluar el peligro de algtin contaminante presente en los cuerpos de agua,
se han realizado pruebas de laboratorio de toxicologia. Una de las técnicas mas
empleadas para realizar las pruebas de toxicidad de los metales, es la
determinacién de la Concentracidn Letal Media (CLs, ), 0 también conocida como

Dosis Letal Media (DLg,) (Maciorowski, y su grupo 1980).

Bioindicadores en la Evaluacion de Sedimentos Contaminados

La especie se selecciond tomando en cuenta su importancia econdmica,
ecolégica, distribucién geografica, abundancia y disponibilidad en proporcion
razonable durante todo el afo, sensibilidad y facil manejo en el laboratorio
(cultivables) (Apha. 1992).

I1.5. INDICADORES BIOQUIMICOS

Son aquellas respuestas bioquimicas, efectos subletales que pueden ser medidos
en arganismos como consecuencia de la exposicion a contaminantes ambientales.

Son pruebas de gran utilidad en la evaluacion de sedimentos contaminados.

Los criterios para seleccionarlos son: Alta sensibilidad, confiabilidad, importancia a
la salud de los organismos, dificultad técnica y practicabifidad para usos de rutina

en evaluaciones de toxicidad.

Se ha sugerido que los procesos bioquimicos de organismos acuaticos sean
empleados en programas de monitoreo, ayudando a la deteccién en sus etapas
iniciales. Concentraciones bajas de contaminantes se perciben por el sistema
sensorial y celular de los organismos acuaticos y cuando la exposicidn es
persistente, se alcanza el umbral necesario para dar una respuesta bioquimica
dentro de un periodo de minutos a dias, semanas o meses dependiendo del nivel

de cada organismo.
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Los indicadores basados en medidas hematoldgicas y reacciones enzimaticas son
considerados altamente sensibles, han sido usadas histdricamente para evaluar el

estado fisioldgico y nutricional de poblaciones de peces.

11.5.1. Hemoglobina

La hemoglobina es el compuesto mas importante en la vida del eritrocito, es una
proteina que en los vertebrados funciona como portador de oxigeno desde los
pulmones hacia los tejidos, la presencia de hemoglobina en el organismo
incrementa 70 veces aproximadamente la capacidad portadora de oxigeno en la

sangre,

La hemoglobina tiene un peso molecular de 68,000 daltons, es una proteina
conjugada, estd formada por una proteina especifica llamada globina y un
complejo de porfirina de hierro, el hem. La porcién hem explica el color rojo
caracteristico de la hemoglobina por el cual se clasifica como cromoproteina. En
cuanto a estructura real, como unidad molecular activa, la hemoglobina esta
formada por cuatro cadenas peptidicas agrupadas por pares, dos o y dos f, sobre
cada una de las cadenas peptidicas se fija un grupo no proteinico portador de
oxigeno llamado hem. Este es un complejo de hierro y protoporfirina (una
estructura de anillo con una red de cuatro grupos llamados pirroles que contienen
cada uno cuatro carbonos y un nitrégeno). Cada atomo de hierro puede llevar una

molécula de oxigeno.

Sintesis de la hemoglobina: Esta sintesis se puede dividir en tres fases

importantes.

En la primera fase se combina el acido aminado glicina y la succinil CoA, en
presencia del fosfato piridoxal, en una serie de etapas se forma porfobilinogeno,
derivado del anillo pirrdlico. En la siguiente etapa, se condensan cuatro moléculas
de porfobilinégeno en forma apropiada apareciende una estructura de anillo

cerrado, que por descarboxilacidén y otros cambios se transforma en protoporfirina.
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La sintesis de la hemoglobina termina con la incorporacién del hierro a la
protoporfirina, para formar hem y la unién de las cadenas especificas de la globina

con dicho hem.

La sintesis de hemoglobina tiene lugar en la médula roja, en el interior del
eritrocito en maduracién (Toporek, Milton. 1983; Ganong W. 1984).

La funcién principal de la hemoglobina es el transporte de oxigeno por la sangre.
Este transporte se lleva acabo por la capacidad que tiene la hemoglobina para

combinarse con el oxigeno en forma reversible.

11.5.2. Determinacion In Vitro de la Actividad de las Estearasas de M.
macrocopa

Las colinesterasas son enzimas que se encuentran ampliamente distribuidas en
todo el reino animal y vegetal. Forman parte del grupo de las estearasas o
hidrolasas de los enfaces tipo éster, es decir los constituidos por la unién de

acidos organicos o inorganicos con aicoholes o tioles de muy diferente naturaleza.

Las colinesterasas son un grupo muy importante de enzimas, en particular la
enzima Acetiicolinesterasa (AChE o Achasa), cuya estructura, mecanismo de
accion y determinacion genética es muy constante en todo e! reino animal, se
encuentra en mamiferos y en el hombre fundamentalmente en el sistema nervioso
central y placa motora, asi como en eritrocitos; también en rifién, pancreas, bazo,

higado vy linfocitos.

La enzima (AChE) interviene en la restauracion de la excitabilidad de la
membrana posindptica, degradando el neurotrasmisor Ach después de cada
impulso. Una caracteristica llamativa de la AChE es su elevado namero de
recambio de 25,000 puseg, lo que significa que hidroliza una molécula de Ach en

40 useg. El alto nimero de recambio en la enzima resuita esencial para la
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restauracién rapida del estado polarizado de la membrana posindptica
{Christhoper; Van Hole. 1990).

La Ach es hidrolizada en colina y acido acético por dos enzimas, una llamada
colinesterasa verdadera que se localiza en los eritrocitos y tejido nervioso y la otra
denominada pseudocolinesterasa, que se encuentra principalmente en el plasma.
Estas dos enzimas se distinguen entre si por sus diferencias en afinidad con
distintos ésteres de Ia colina y susceptibilidad a los inhibidores. La colinesterasa
verdadera es mas activa para hidrolizar Ach, acetil-p-metilcolina en menor
proporcién y no desdobla a la butiril o benzoilcolina. La pseudocolinesterasa

hidroliza la acetilcolina, benzoil y butiriicolina.

La enzima AChE posee en su estructura proteica una porcion responsable de su
actividad catalitica, que consta de un centro esterdsico y uno aniénico, en el

esterasico se efectia la hidrélisis del sustrato (Ach).

Para los crusticeos se tiene plenamente identificadas tres sustancias
neurctransmisoras, las cuales son: acetilcolina (Ach), acido y-aminobutirico
(GABA) y el acido glutdmico, estos neurotransmisores se encuentran en altas
concentraciones en neuronas presindpticas, aunado con ofras enzimas que

regulan y trabajan de manera conjunta.

Las propiedades toxicas de los inhibidores de la acetilcolinesterasa son de suma
imporiancia ecologica (Vander, Welling. 1989; Schoor;Brausch. 1980), ya que son
diversos los organismos acuaticos que poseen sistema nervioso, entre ellos son:
los moluscos, peces, lombrices acudticas y crustaceos entre oftros, tienen un
sistema nervioso no muy desarrollado; sin embargo, esencial para regular
funciones importantes como el movimiento, alimentacion y reproduccion (Bames.
1987), las estearasas pueden ser estimuladas o inhibidas por diferentes

contaminantes de acuerdo a su estructura quimica.
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Inhibicién de las Colinesterasas: Tras exposicién continua o repetida a diferentes
organofosforados, carbdmicos y otros compuestos organicos e inorganicos,
parece ser que se desarrolla tolerancia, aunque los niveles de AChE se
mantengan bajos. Se postula que se produce induccién de las enzimas
necesarias para la destoxicacion del producto o que disminuya la sensibilidad de
los receptores a la aceticolina. Por otra parte se ha observado en humanos y
comprobado experimentalmente en ratas, que ante una primera exposicién a
dosis bajas de determinados organofosforados (por gjemplo etilparation) las
colinesterasas sufren un incremento inicial antes de manifestarse la inhibicién .
Este fenémeno es mas comun en la AChE que en la ChE. (Sanz, y su grupo
1891). Ademas de los plaguicidas citados, existen otros agentes neurotéxicos que
son inhibidores mas o menos potentes de las colinesterasas: Algunos metales
como sodio. cinc, cobre, plomo; el mercurio tanto metalico, en forma de vapor o de
cloruro o el metilmercurio vy litio. Aunque su accién inhibitoria se discute, parece

ser que su unién a la enzima reduce la afinidad por el sustrato.

Estimulacién de la actividad colinesterasica: Los agentes estimulantes de la AChE
provocan, por el contrario, un bloqueo de la transmisién colinérgica. Aunque con
resultados controvertidos, particularmente en el caso de A”**, se ha implicado el
Mg*", el Ca®*, Sn** y Hg®, también el acetato aménico y el vanadato, elevan la
actividad colinesterasica, no obstante, con el cloruro mercurico en administracion

repetida tras una estimulacion inicial, aparece una disminucion de la actividad.

Mientras que el mecanismo de accidn de los agentes inhibidores suele estar bien
establecido, se sabe poco sobre fos mecanismos de activacion, aunque se postula
activacion de tipo alostérico en el caso de aluminio y otros iones metalicos
{Repetto, M. 1395).

Las ventajas de emplear indicadores bioguimicos son: Permiten una observacion
directa de los dafios por toxicos, son faciles de manejar, se pueden obtener

resultados reproducibles, ademas un porcentaje alto de organismos de diversos
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niveles troficos poseen estas enzimas. La actividad enzimatica es alterada por la
exposicibn a metales pesados, pesticidas, hidrocarburos del petréleo  y

detergentes entre otros.

El niguel induce efectos a nive! post-traslacional incluyendo interacciones a nivel
directo o indirecto con la funcidn de enzimas metabdlicas o proteinas
estructurales. Estas interacciones pueden inducir a algunos pero importantes

cambios celulares (Carson, B, y su grupo 1991).

I.6. Espectrofotometria de Absorcién Atdmica

Diversas investigaciones por mas de 20 afios se han interesado en la toxicidad de
metales pesados para la vida acuatica. Durante este tiempo ha habido un rapido
crecimiento de estudios de toxicidad, en parte estimulado por el perfeccionamiento
en la capacidad analitica debido al desarrollo de la Espectrofotometria de
Absorcion Atomica o (AAS). Los grandes adelantos permiten el andlisis
cuantitativo de un amplio rango de metales a concentraciones de mg/L (pmm)}, lo
que ha animado a los investigadores a comprometerse a aplicar este analisis en
pruebas de toxicidad con un amplio rango de complejidad desde la evaluacion de
concentracién letal a corto plazo, hasta estudios de ciclo de vida (Geoffrey,
Mance. 1987).

La Espectrofotometria de Absorcién Atémica es una técnica que estudia fa
absorcion de la energia radiante por atomos, se aplica al analisis cuantitativo. Es
Gtil para determinar trazas de 64 elementos. Es una técnica muy sensible y puede
cuantificar los elementos en concentraciones del orden de ppm {(ug/mL), es

altamente especifica, precisa y casi libre de interferencias.

En el proceso de absorcion, el tomo esta constituido por un nicleo redeado de
electrones, cada efemento tiene un nimero especifico de electrones que esta
directamente retacionado con su nucleo atdémico y da una estructura orbital, la

cual es Unica para cada elemento. Los electrones ocupan posiciones orbitales en
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una forma predecible y ordenada. La configuracién mas estable y de mas bajo

contenido energético es conocida como estado basal.

Si a un atomo se le aplica energia de una longitud de onda apropiada, ésta sera
absorbida por el atomo e inducird que un electrén sea promavido a un orbital
externo, este estado se le conoce como excitado, el cual es inestable: el 4tomo
inmediatamente retornara a su estado basal y el electrn por lo tanto regresars a
su orbital inicial estable emitiendo energia radiante en |a region ultravioleta-visible.
Como resultado el espectro de absorcion atémica, consiste en lineas discretas de

absorcion muy finas.

El objetivo principal de la Espectrofotometria de Absorcién Atémica con llama es
determinar la cantidad de un elemento en una muestra mediante su absorcién
dentro de una llama. Para fines cuantitativos es necesario correlacionar el dato de
absorbancia con la concentracion del elemento que se va a determinar. El grado

de absorcién depende de la concentracion de los atomos.

El analisis cuantitativo por absorcién atémica se apega a la ley de Lamber y Beer
que implica la refacién directa entre la cantidad de energia absorbida y el nimero
de especies absorbentes. La energia absorbida tiene asociada una longitud de
onda caracteristica para cada elemento, esta ley estd dada por la siguiente

relacion:

A= abc en donde

A= absorbancia

a= coeficiente de absorcion, constante para un mismo elemento
b= longitud de la celda (constante)

c= concentracion de la especie absorbente
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De manera simple relaciona directamente, la absorbancia medida en el
instrumento con la concentracién de las especies absorbentes para una serie de
condiciones constantes en la manipulacion de las muestras y en el equipo. La
aplicacion practica de esta radiacion consiste en determinar [a absorbancia de una
serie de soluciones patrén de concentracién conocida, construir una gréfica que
nos relacione estas dos variables y en esta grafica interpolar el valor de
absorbancia de una muestra de concentracién desconocida para conocer su valor
(Hobart, H; Wiflard, y su grupo 1991; Skoog, D. 1995).
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ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El niquel y todos los contaminantes quimicos de cualquier origen acaban por
llegar a los sedimentos, los cuales actuan como absorbentes naturales, por lo que
la persistencia del metal en el ambiente, toxicidad a altas concentraciones,
tendencia a acumularse en los tejidos de la biota y su futura accion en el hombre
dependera de la concentracién total del metal en el sedimento, asi como de las
propiedades fisicas y quimicas de este. Es necesario detectar y evaluar la
toxicidad de los metales pesados o agentes contaminantes, mediante trabajos de
bioeﬁsayos con sedimentos en los cuales se simulan las condiciones naturales de
la actividad o cambio activo del metal en el sistema; se evalua si un contaminante
© quimico sembrado en el sedimento es biodisponible, es decir si se presenta en
una forma o fase la cual cause una respuesta biolgica en una & mas de las

especies con las que ha llegado ha estar en contacto.

Es por eso que el uso de un sedimento artificial es importante para realizar
evaluaciones de toxicidad estandarizadas; que permitan obtener resultados en
menor tiempo y estos sean independientes de la variacion de temporada, que
estén libres de cualquier contaminante y proporcionen muestreos estandarizados,

asi como replicacion espacial , temporal y reproducibilidad.

Por todo 1o anterior se ha hecho patente la necesidad de realizar un disefio
experimental el cual permitira fortalecer las bases para la evaluacién del efecto
toxico del niquel en sedimentos artificiales sobre la especie Moina macrocopa, a
través de estudios basicos estandarizados, sencillos,rapidos y econémicos con
microorganismos gue puedan encontrarse en cualquier ambiente y que ademas
permitan cuantificar y evaluar de manera real y sensible los distintos grados de
contaminacién y los cambios en los distintos niveles fréficos, asi como obtener

informacién que sirva de criterio, para establecer un rango permisibie de toxicidad
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de manera que no afecte la vida acuética del sistema, garantice la sobrevivencia
de los organismos acuaticos y evite el peligro de la bioacumulacién previniendo el

darfio a las especies que forman parte de la cadena alimenticia.
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL

Determinar la toxicidad del niquel en sedimentos artificiales; mediante la
cuantificacion de proteinas, hemoglobina y actividad de la acetilcolinesterasa
sobre la especie Moina macrocopa, asi como la cuantificacion de la concentracion

de niquel en fase acuosa y sedimento por Absorcidn Atémica.

B. PARTICULARES

1. Preparacion del sedimento artificial para sistemas de agua dulce.

2. Caracterizacion fisica y quimica del sedimento artificial ( pH, humedad,
contenido de carbono y materia organica, capacidad de intercambio cationico,

oxigeno disuelto y conductividad ).

3. Evaluar la Concentracién Letal Media CLy, del niguel en agua y sedimento

sobre la especie Moina macrocopa.

4. Evaluar la toxicidad subletal del niquel en sedimento, sobre el metabolismo de
Moina macrocopa; cuantificando la concentracion de proteinas, hemoglobina y

actividad de la acetilcolinesterasa.

5. Cuantificacion de niquel en fase acuosa y sedimento por Absorciéon Atomica.
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6. Conocer la biodisponibilidad del niquel, correlacionando las caracteristicas
fisicas y quimicas de! sedimento, con los niveles de concentracién del niquel y con

el efecto que se produce sobre Moina macrocopa.
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V.HIPOTESIS

Si el niquel estd presente en un sedimento, el cual contiene; compuestos
organicos e inorganicos (arena, caolinita, composta de vaca) que favorecen su
almacenamiento y liberacion, entonces al exponer al organismo Moina macrocopa
a estos sedimentos, se incrementa {a probabilidad de que se genere un efecto
toxico sobre el metabolismo de estos organismos reflejandose en la concentracion
de proteinas, hemoglobina y actividad de la acetilcolinesterasa el cual a su vez

dependera de la biodisponibilidad de niquel en el sistema.
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VI. MATERIAL

* Material Biolégico

Nombre Cientifico{ Nombre Comiin
Moina macrocopa| Pulga acuatica

* Material del sedimento artificial

Composta de vaca se recolecté del establo
Arena { malla 80-100)

Caolinita

Material de vidrio basico
Frascos de vidrio de boca ancha con capacidad para 100 mL
Frascos de vidrio de boca ancha con capacidad para 4 litros
Matraz Erlenmeyer con capacidad para 25, 50, 100, 250, 500, y 1000 mL
Matraz kitazato con capacidad para 250 y 500 mL
Pipetas Pasteur
Pipetas graduadas 1, 5y 10 mL
Pipetas volumétricas 1, 2, 3, 4, 5, 10, y 20 mL
Tubos de ensayo con capacidad para 5, 13 y 70 mL
Vasos de precipitados de 50 y 100 mL
Probeta de vidrio de 10, 25, 50, y 100 mL
Embudo de vidrio de tallo corto y largo
Matraz volumétrico con capacidad de 10, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000 mL
Vidrio de reloj
Portaobjetos y cubreobjetos
Bureta de 25y 50 mL

Cajas petri

27
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Tubos de vidrio para homogeneizar tejido de 5y 10 mL

Material diverso
Piseta
Perilla
Frascos de Polietileno de 50 mL
Soporte Universal
Anillo de hierro
Algodén
Papel filtro WHATMAN No. 42
Papel glaseen

Equipo e Instrumentos
Balanza analitica Mettler H10
Balanza semianalitica OHAUS Mod. A 8952
Espectrofotémetro uv- visible Varian DMS 90
Estufa Rios Rocha Mod. HS-33 serie HSML 0-200 °C
Centrifuga 5000 r.p.m. marca Sol-Bat
Refrigerador Mabe
Refrigerador QOjeda

Centrifuga refrigerada Hermle Z360 K T° -20 a 40 °C y de 0 .a 14000 r.p.m.

Homogenizador de 100 a 12000 r.p.m. Mod 563C
Horno de microondas Panasonic

Microscopio

Micropipetas

Oximetro YSI Mod. 50B

pH Meter. Beckman

Conductivitymeter Hanna HT 8733

Bafic Maria Riossa 0 a 60 °C

Parrillas de calentamiento con agitacion magnética. Londnerg

Bomba de vacio IRF3 serie J96
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Espectrofotometro de Absorcion Atémica Varian AA-1475 series
Tamices No. de malla 20, 30, 40 y 80
Lampara de catodo hueco para Niguel

Campana de extraccion

Reactivos
Cloruro de calcio
Hidroxido de sodio
Cloruro de sodio
Bicarbonato de sodio
Sulfato de caicio
Sulfato de magnesio
Cloruro de potasio
Carbonato de sodio
EDTA-sal
Cloruro férrico hexahidratado
Floruro de sodio
Sulfato ferroso
Trizma base
Clorhidrato de hidroxitamina
Albumina sérica bovina
Azul de comasie
Cianuro de potasio
Sulfato de nique! hexahidratado
Cloruro de Acetilcolina
Acetona
Acido sulfirico concentrado
Acido fosférico 85%
Acido nitrico concentrado

Agua desionizada
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Dicromato de potasio

h Difenilamina
Cloruro de amonio
Hidréxido de amonio
Eriocromo Negro T (ENT)

Cloruro de magnesio

Acetato de amonio

FES ZARAGOZA UNAM Moatero, Santiago, A.




Efecto téxico del niquel en sedimentos artificiales sobre Moina macrocopa 3

Vil. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Vil.l. METODO

Comprendid las siguientes etapas; preparacion del sedimento artificial,
caracterizacion fisica y quimica del sedimento. Preparacion del material bioldgico,
evaluacion de la concentracion letal media Cls, sobre la especie Moina
macrocopa, seleccién de las concentraciones de prueba, bicensayos de
exposicion corta (dafios subletales), medicion al término del bioensayo de los
niveles de proteinas, hemoglobina y actividad de AChE de Moina macrocopa.
Cuantificacién de los niveles de concentracion de niquel en fase acuosa, y
sedimento por Espectrofotometria de Absorcién Atdmica, a una longitud de onda

de 232 nm, y procesamiento estadistico de la informacién.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

VIl.2. Preparacién del sedimento artificial para sistemas de agua dulce

El sedimento artificial contiene los siguientes porcentajes expresados en peso

SEeCo.

70% de arena (50% de particulas 0.05 mm-0.2 mm), 20% de caolinita (<0.002mm)
y 10% de composta de vaca (estiércol de vaca) (0.2mm). La composta es traida
de un establo de Tlalpizahuac, Estado de México. Transportar al laboratorio,
desmenuzar e inactivar en una estufa a temperatura de 55-60 °C durante 3 dias.
Posteriormente macerar en un mortero de porcelana y pasar por un tamiz de malla
80 (0.2 mm).

Esterilizar las muestras tamizadas en una olla de presién, durante 3 ciclos de 15

minutos a 121 °C, con intervalos separados de una hora.

Lavar la arena con acido nitrico, posteriormente esterilizar por separado arena y

caolinita.
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Mezclar la arena, caolinita y composta de vaca en los porcentajes ya indicados.

Almacenar el sedimento obtenido en botes de plastico para proteger las muestras

del aire, humedad y del polvo.

VIL.2.1. Caracterizacion Fisica y Quimica del sedimento

Procedimiento para determinar la humedad en sedimentos.- Colocar 10 g de
muestra en charolas de aluminio puestas a peso constante a (110 °C + 3), secar
las muestras 24 horas en la estufa (misma temperatura) en seguida retirar de la

estufa, tapar y dejar enfriar en un desecador para pesar a temperatura ambiente.
Procedimiento para determinar pH.

Fundamento.- El electrodo de vidrio facilita [a medicion del pH en una solucién, e!
valor se registra al medir la diferencia de potenciales a través de una membrana
especial de vidrio que tiene una solucién de pH conocido por un lado y fa solucién
de pH por el otro. El pH se mide en una solucion acuosa, para conocer el pH

activo 6 en solucidn salina para canocer el pH potencial.

Procedimiento.- Pesar 50 g de sedimento, afiadir 125 mL de agua destilada o KCI
1 M, con io que se tiene una relacién 1:2.5. Agitar durante 2 horas a 200 r.p.m.
Dejar reposar 24 horas. Calibrar el potencidémetro con soluciones amortiguadoras

de pH 7 y 10. Introducir los electrodos y tomar la lectura de! pH, del sobrenadante.
Determinacion de la Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC).

Fundamento.- El procedimiento involucra desplazar los cationes que se
encuentran adsorbidos al complejo de intercambio, con un exceso del catidon
reemplazante. Siendo el amonio el catidn reemplazante y {a cantidad de cation

adsorbido se determina por titulacién.
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Procedimiento.- Pesar 6 muestras de 0.5 g de sedimento, mezclar cada una con
100 mL de acetato de amonio 1N, agitar y dejar reposar 30 minutos. Filtrar a
través de papel filtro poro mediano hacer dos lavados con porciones de 10 mL de
la disolucién anterior. Al filtrado adicionar 10 mL de solucién amortiguadora y 0.1
mL de indicador Eriocromo Negro T (ENT). Titular el filtrado con solucion
estandarizada 0.05M de etilenodiaminotetracetato disodico (EDTA) hasta el vire

de rojo a azul puro. Realizar la determinacién de un blanco y calcular la (CIC).

Determinacién de Materia Organica (M.O) y Carbono Organico (C.0) por via

himeda.

Fundamento.- Determinar el porcentaje de materia orgénica (% M.O y C.0) en
sedimentos por el método de via hameda. El cual se basa en la oxidacion de la
materia organica sélo con el calor de reaccién que se genera al mezclar el acido

sulfarico concentrado y la solucién diluida de dicromato de potasio.

Lo que queda sin reaccionar se titula con una sustancia reductora en este caso el

sulfato ferroso, utilizando la difenilamina como indicador de oxido reduccion.
Se originan las siguientes reacciones

2 KoCry07 + 8 H,S0, + 30 °C — 2 Cry{SO,); + 2 K;SO,+ 3 CO, + 8 H,0
KaCry07 + 6 FeSO, + 7 HS04 -— Cry(S0,)5 + 3 Fey(S0,); + K,S0, + 7TH,0.
(Garcia , A. 1981, Aguilar, SA 1987).

Procedimiento.- Pesar 10 muestras de 0.2 g y transferir cada una en matraces
Erlenmeyer de 500 mL. Anadir 10 mL de dicromato de potasio 1N y 20 mL de
4cido sulfirico concentrado. Agitar vigorosamente y dejar reposar 30 minutos.
Anadir 200 ml. de agua desionizada, 10 mL de &acido fosforico, 0.2 g de fluoruro

de sodio y 1 mL de difenilamina. Titular con sulfato ferroso IN hasta un vire violeta
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abscuro a verde. Realizar la determinacion de un blanco y calcular el % M.O y
c.o.

Procedimiento para determinar la conductividad.

Fundamento.- La conductividad es una expresién numérica de la capacidad de
una solucion para transportar una corriente eléctrica. La medicion fisica que se
practica suele ser de resistencia, medida en ohmios o megachmios y su voltaje a
través de la célula de conductividad.

Procedimiento.- Extracto de saturacion

Por triplicado pesar 150 g de sedimento en un recipiente de plastico, preparar la
pasta saturada agregando agua destilada a la muestra de sedimento y agitando
con una espatula. Al saturarse la pasta brilla con la reflexion de la luz, fluye
ligeramente si se inclina el recipiente y la pasta se desliza facilmente en la
espatula. Dejar reposar durante 24 horas. Después de obtener la pasta de
saturacion esta se filtra a través de papel filtro poro mediano mediante el uso de

vacio.

Colectar los extractos. Calibrar ef conductimetro con soluciones estandar de KCI
0.01N y 0.1N. Posteriormente enjuagar fa celda con el extracto y medir la

conductividad a 25 °C (Aguilar, S, y su grupo 1987).
Determinacion de Oxigeno Disuelto (O.D) Método de electrodo de Membrana.

Fundamento.- El oximetro emplea un elecirodoc de membrana. En el cual la
delgada y permeable membrana cubre los censores y aisla los elementos de este
del ambiente, pero permite que el oxigeno y otros gases entren. Cuando se aplica
un voltaje polarizado a través del censor, el oxigeno que esta presente pasa a
través de la membrana y reacciona con el catodo, originando una coriente de

flujo a través del censor.
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Procedimiento.- Calibrar el oximetro, posteriormente llenar con soluciones de
muestra matraces Erlenmeyer de 250 mL, introducir el electrodo de membrana y
agitar con una barra magnética. Esperar a que se estabiliza la temperatura de la

muestra y enseguida tomar la lectura de oxigeno disueito en mg/L.

11.3. Preparacion del Material Biolégico

Se empled el cladécero M. macrocopa obtenido del lago de Texcoco; Los
organismos se lavaron y mantuvieron en un medio de agua sintética cuya

composicion quimica se muestra en la tabla No. 1.

Prueba de aclimatacidn: Colocar 20 g de claddcero/peso htimedo por 20 litros de
agua sintética, cuyas caracteristicas fisicas y quimicas son: Dureza como (CaCO,)
= 160 £ 180mg/L, se empled iluminacién natural, temperatura 20 + 2 °C, pH: 8.1-

8.3, oxigeno disuelto: 5.48-5.62mg/L, conductividad 510 micromhos/cm.

Cambiar el agua sintética del organismo (en su fotalidad) 4 veces por semana y

remover [os organismos muertos.

Alimentar el claddcero a base de alga Ankistrodermus falcatus, diluir el cultive de
alga con agua sintética, hasta obtener una dilucion de 1.5 x 10% cel/mL, esta
suspension por cada 100 mL de agua sintética, sirve para alimentar a 0.2 g de
claddcero (peso himedo) (Sanchez 1992). Después de 10 dias seleccionar los
cladéceros neonatos para trabajar y los cladéceros adultos para obtener las

enzimas.

Composicion del agua sintética para el cultivo de Moina macrocopa

Tabla No.1
Reactivo Concentracion g/20L de agua
MgSO, 249
NaHCO, 348g
KCI 016 g
CaS0,.2H,0 24¢g

Tomada por NOM-0 74-Ecd-1984.
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VIi.4. Evaluacién de 1a CL,, del nique! en agua y sedimento

Evaluar la CLg, apartir del limite permisible del metal para la vida acuatica de agua
dulce (0.01 ppm) {Hickman,. 1988).

CLs en agua.- Preparar una solucién estandar de 100 ppm de niquel. Apartir de
esta solucidn realizar diluciones para obtener las concentraciones empleadas. Ver
{tabla No. 4).

Las camaras de prueba fueron frascos de vidrio de boca ancha con una
capacidad de 100 mL, los cuales se ilevan a un volumen de 75 mL con agua
sintética y con la solucion del metal. Realizar cada concentracién por sextuplicado,

asi mismo incluir 6 testigos.

Agitar las soluciones con el fin de homogeneizar, posteriormente registrar la
temperatura, pH y oxigeno disuelto. En este momento introducir 10 neonatos de 0
a 24 horas de nacidos. La duracién de la prueba es de 48 horas. Contabilizar la

mortalidad de los organismos a las 24 y 48 horas.

CLs; en sedimento.- Obtener las concentraciones empleadas apartir de una

solucion estandar de 100 ppm. Ver (tabla No 5).

Las camaras de prueba fueron frascos de vidrio de boca ancha con una

capacidad de.100 mL, a los cuales se adiciond el sedimento.

Procedimiento .- Para cada concentracién sembrar el metal en forma de Ni** en
9 g de sedimento seco, adicionar 6 mL de agua sintéfica para obtener 15 mL de
sedimento, agitar durante 1 hora en un agitador mecanico. Posteriormente
adicicnar 60 mL de agua sintética y dejar reposar durante 4 horas. En este
momento introducir 10 neonatos de 0 a 24 horas de nacidos. La duracién de la
prueba es de 48 horas. Contabilizar la mortalidad de los organismos a las 24 y 48

horas.
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VIl.5. Evaluacidn de la Toxicidad Subletal del Niquel {(en sedimentos
artificiales) sobre Moina macrocopa.

Las pruebas que se realizaron fueron de tipo estatico sin renovacién y a corto
plazo. La seleccion de las 3 concentraciones que se aplicaron a las siguientes
pruebas dependieron del fimite permisible del metal 0.01 ppm, un valor intermedio
0.1 ppm vy la décima parte de la CLg, 1.2 ppm. Para ello se prepardé una solucién
estandar de 100 ppm de niquel. Ver (tabla No 6).

Las camaras de prueba fueron frascos de vidrio de boca ancha, las dimensiones
de los frascos son de 10 x 26 cm.

Procedimiento.- Para cada concentracion sembrar el metal en forma de Ni°* en
150 g de sedimento seco, adicionar 160 mL de agua sintética para obtener 250
mL de sedimento, agitar durante 3 horas, enseguida adicionar 1 litro de agua
sintética a cada camara y dejar reposar 24 horas. Transcurrido este tiempo medir
la temperatura, pH y oxigeno disuelto. En este momento adicicnar 1 g de

claddcero peso hiumedo. La duracién de la prueba es de 48 horas.

VIil.5.1. Determinacion de Hemoglobina en el Sobrenadante

Procedimiento.- Después de 48 horas de exposicion del organismo al metal en
forma de Ni ?* pesar 0.5 g de M. macrocopa (peso humedo), homogeneizar con 2
mb de solucidn Tris pH =7 y centrifugar a 7000 r.p.m. durante 30 minutos, a una
temperatura de -5 °C en una centrifuga refrigerada, posteriormente separar el
sobrenadante y tomar por triplicado alicuotas de 500 pl, adicionar a cada una, 2
mL del reactivo de Drabkin, agitar, dejar reposar 20 minutos y determinar la
absorbancia a 540 nm, en un espectrofotdmetro Va_n'an DMS™90. Utilizar como

blanco el reactivo de Drankin.

Vil.5.2. Evaluacidn de la Actividad de la Acetilcolinesterasa

Se determiné la actividad de la acetilcolinesterasa por el método de Hestrin

(1349), mediante la evaluacién del sustrato acetilcolina.
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Procedimiento.- La determinacion de la acetilcolinesterasa en las muestras, se
realiza de la siguiente forma, por triplicado a 2 mL de tris buffer pH =7, adicionar 1
mL de solucién de cloruro de acetilcolina, 2 mL de solucién de hidroxilamina 2M
(el reactivo de hidroxilamina se prepard en el momento). Posteriormente adicionar:
1 mL de HCI 4N para mantener el pH entre 1.2 + 0.2 y 1 mLde FeCl;0.37M en HCI
0.1N. Por altimo la absorbancia del color café pirpura obtenido se determind en

un espectrofotémetro a 540 nm.

VIL5.3. Determinacion de Acetifcolinesterasa de Moina macrocopa en
presencia de Niquel en Sedimentos,

Proéedimiento.— Después de 48 horas de exposicion del organismo al metal en
forma de Ni ** pesar. 0.5 g de M. macrocopa (peso humedo), homogeneizar con
10 mL de solucion de tris buffer pH =7 para obtener una concentracion de 50 mg
de tejido/mL de homogeneizado, centrifugar a 7000 r.p.m. durante 30 minutos, a
una temperatura de -5 °C, en una centrifuga refrigerada Hermle Z360k,
posteriormente separar el sobrenadante, (En el cual también se determind la

concentracién de proteinas empleando el método de Bradford).

Del sobrenadante tomar alicuotas de 1 ml., incorporar a cada una: 2 mL de tris
buffer pH =7.0, 1 mL de Ach estandar en solucién acuosa a las concentraciones
de 3.50, 7.01, 10.52, 14.03 y 17.54 micromoles respectivamente, incubar a 25 °C
durante 35 minutos, transcurrido el tiempo, detener la reaccién adicionando 2 mL
de clorhidrato de hidroxilamina alcalina 2M, 1 mL de Hcl 4N y 1 mL de solucién de

FeCL, 0.37M. Determinar ta absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro .

VII.5.4. Determinacién de Proteinas Totales en el Sobrenadante Empleando
el Método de Bradford.

La concentracidon de proteinas del sobrenadante fue determinada por el métedo

de Bradford (1976).

Procedimiento.- Para la determinacién de proteinas en el sobrenadante total

forar alicuofas de 15 pl, adicionar 5 mL del reactivo de Bradford, agitar, dejar
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reposar 5 minutos. Determinar la absorbancia a 585 nm, en un espectrofotometro.

Utilizar como blanco el reactivo de Bradfor.

VIL.6. Determinacién de Niquel en Fase Acuosa

Procedimiento.- Digerir alicuotas de 10 mL de fase acuosa con 5 mL de HNO;,
concentrado durante 1 hora a 121 °C, dejar enfriar, pasar esta disolucion, a un
matraz volumétrico de 50 mL, aforar con agua desionizada vy filtrar a través de

papel filtro poro mediano.

Guardar en frascos de polietileno para su posterior lectura en el Espectrofotémeto

de Absorcion Atdmica.

Realizar un blanco de la misma manera empleando agua desionizada y preparar
una curva de calibracién con concentraciones conocidas para el elemento a

cuantificar.

VIl.6.1. Determinacion de Niquel en Sedimente

Procedimiento.- Digerir 1 g de muestra con 10 mL de HNO; concentrado durante 2
horas a 121 °C, enfriar, pasar esta disolucién, a un matraz volumétrico de 50 mL

aforar con agua desionizada vy filtrar a través de papel filtro de poro mediano.

Guardar en frascos de polietileno para su posterior lectura en el Espectrofotémetro

de Absorcion Atémica.

Realizar un blanco de la misma manera empleando agua desionizada y preparar
una curva de calibracidn con concentraciones conocidas para el elemento a

cuantificar.
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VII.7. DIAGRAMA DE FLUJO

composta de vaca.

f{ecoleccién y tratamiento de Iaj

|

artificial

[ Preparacion del sedimento J

quimica del sedimento.

[ Caracterizacion fisica y ]

estudio preliminar con
controles.

; [CL_;,U en agua y sedimento,

de! niquel sobre M.

Determinacién de la Clg,
macrocopa.

[ Preparacion

de los sistemas
agua, sedimento + pulgas.

FES ZARAGOZA UNAM

Montero, Santiago, A.



Efecto téxico del niquel en sedimentos artificiales sobre Moina macrecopa

4

studio preliminar de cuantificacion
de proteinas, hemoglobina y
Achasa de M. macrocopa.

valuar la toxicidad subletal del niquel

sobre M. macrocopa, cuantificando la
concentracién de proteinas,

hemoglobina y actividad de la Achasa.

[ Analisis de niquel ]

(Preparacién de la curva esténdarj

Determinacion por Absorcion
Atdmica. Empleando como gases
{ Aire-Acetileno )

[ Determinacion a 232.0 nm ]

[ Procesamiento de los resultados ]

[ Conclusiones )

Figura 1. Diagrama de flujo para la parte experimental
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VIll. RESULTADOS

La composicién del sedimento artificial obtenide se muestra en la tabla No. 2.
Las caracteristicas fisicas y quimicas del sedimento se muestran en la tabla No. 3.

En las tablas No. 4, 5, grafico No. 1 y 2, se muestran los resultados de las Clgg,
(dosis letal al 50%). Estos valores fueron obtenidos mediante el método Probit.
(Método de Unidades Probabilisticas), el cual es utilizado para evaluar la relacion
dosis-respuesta de un contaminante o gquimico sobre un organismo, medida en

términos de concentracién letal media (Clgg).

Los resultados del efecto tdxico del niquel sobre el metabolismo de Moina
macrocopa, determinando la concentracion de proteinas, hemoglobina y actividad
enzimatica de la Achasa af exponer al claddcero a concentraciones subletales, se
presentan en las tablas No. 6, 7 y graficos No.3, 4 y 5.

En e! grafico No. 6 se presenta una comparacién intergrupo de la concentracion

de hemoglobina y proteinas producido por el niquel sobre M. macrocopa.

En los graficos No. 7 y 8 se presenta una comparacion intergrupo del porciento de
estimulacion e inhibicion de proteinas, hemoglobina y actividad de la Achasa

producido por el niquel sobre M. macrocopa.

Los resultados obtenidos de la concentracion del metal en fase acuosa vy
sedimento a las 24 y 48 horas de exposicion a concentraciones de 1 a 7.94 ppm,

se muestran en los graficos No. 9, 10,11y 12.

Los resuitados de concentracidn de niquel en fase acuosa y sedimento, a las 48
horas de exposicidn a concentraciones subletales se muestran en el grafico No.
13.
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A los resultados obtenidos en las diferentes determinaciones bioguimicas y los
determinados en fase acuosa y sedimento por Absorcidén Atémica, se les efectlo
un analisis de vananza y la prueba de Tukey's (Wayne, W.D. 1996), con la
finalidad de encontrar una posible diferencia estadisticamente significativa entre

las medias globales. Ver anexo 4.
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VIIl.1. Composicién del Sedimente Artificial

Tabla No. 2.

Composicién del sedimento %

Tamafo de particula

70% de arena silica

20% de caolinita

10% de composta de vaca

50% de particulas 0.05-0.2 mm

< 0.002 mm

0.2 mm

VIl.2. Caracteristicas Fisicas y Quimicas del Sedimento Artificial

Tabla No, 3
Parametros
1 C 22.2-24
pH 7.9-8.00
Oxigeno Disuelto
{mg/L) 56-4.9
Carbono Organico
% 4,428
Materia Organica
% 7.644
Capacidad de Intercambio Catiénico
{meq/100 g) 66.490
Conductividad
{mmho/cm) 0.640 - 0.665
Humedad
% 41
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Determinacion de la CLg, del niquel en agua sobre Moina macrocopa
Tabla No. 4
N° de Dosis [ ] Organismos Organismos Log.10 Mortalidad Unidades
Dosis ppm Tratados Muertos Dosis corregida % Probits
1 1.0000 60 8 .00000 2113 3.82582
2 2.0000 60 13 230103 .20563 4.17502
3 3.1600 60 16 .49969 .25634 4.34279
4 3.9800 60 23 .59988 .37465 4.67915
5 5.0000 60 25 69897 40845 4.76743
6 6.3000 60 31 79934 .50986 5.02545

Toxicidad aguda del Niquel en una exposicion de 48 horas.
Lotes de 10 individuos

Determinacion de la CLg, del niquel en sedimento sobre Moina macrocopa

Tabla Ne. 5
Mortalidad

N°de | Dosis[]ppm | Organismos | Organismos | Log. 10| Corregida Unidades

Dosis Tratados Muertos Dosis % Probits
1 1.0000 60 2 .00000 0.02521 3.03558
2 3.1600 60 7 0.49969 0.10924 3.76436
3 3.9800 60 14 0.59988 0.22689 4.24793
4 5.0000 60 16 0.69897 0.26050 4.29424
5 6.3000 60 21 0.79934 0.34454 447889
6 7.9400 60 27 0.89982 0.44538 4.66375

Toxicidad aguda del niquel en una exposicién de 48 horas.
Lotes de 10 individuos.
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Toxicidad aguda del niquel en agua sobre Moina m.

6.5 ]
5.5 ]

45 ] "

3.5 .

Unidades Probits

25

) 0.30103 0.49969 0.59988 0.69'897 0.7!;897 0.8354
Tratamientos con niquel (Log Dosis)

Gréfico No.1.- Para obtener la CLg,, se aplica el antilog al vator de la
dosis correspondiente a cinco unidades Probit.

Toxicidad aguda del niquel en sedimento sobre Moina m.

7. CL,, = 12.0945 ppm
6.5 |
a 6
ZE 55 . -
i sﬂ s './
4.5 | .
g 4 L _././
g ] :__,//V
T 354
g e
25 - - v T v . "
0 0.59988 0.79934 1.08259
Tratamientos con Niquel (Log Dosis)
Grafico No, 2

7. CLg, = 6.8453 ppm
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VIIL5. Efecto toxico de! Niquel sobre el metabolismo de Moina macrocopa

Tabla No. 6 Exposicion a niquel en sedimentos artificiales ppm
Parametro Bioquimico Testigo 0.1 0.1 12
Proteinas 7.742 9.182 10.601 6.046
mg/gph +/-0.548 | +/-0.156 +/- 0.263 +/-0.120
Hemoglobina 2.935 3.238 41191 2.812
mg/gph +/- 0.069 | +/-0.058 +/-0.183 +/- 0.030
Actividad de AChE 0.042 0.047 0.053 0.037
pm Ach hidrolizada +/- 0.001 +/- 0.001 +/- 0.001 +/-0.002
/mgprimin,

Pr = Proteinas

gph = gramos de peso humedo

El valor indicado representa la media +/- SE 8 muestras en cada grupo
Los grupos tratados difieren entre si [ p < 0.05].

Efecto toxico del niquel en Moina macrocopa

Tabla No. 7 Exposicién a niquel en sedimentos artificiales ppm
% % %
Estimulacién. | Estimulacidn Inhibicién
Parametro Testigo| 0.01 ppm 0.1 ppm 1.2 ppm
Bioquimico
Proteinas 0.0 18.59 36.92 21.90
%
Hemoglobina 0.0 10.32 40.34 419
%
Acetilcolinesterasa 0.0 11.90 26.19 11.90
%

El valor indicado representa el porciento de 9 muestras en cada grupo

Los grupos tratados difieren entre si [P <0.05 ],
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Efecto téxico del niquel sobre la concentracién de proteinas en
M. macrocopa

12

]

Proteinas mg/g de peso himedo

testigo 201 o1 1.2
ppm de niquel adicionado

Grafico No. 3

El valor indicado representa el promedio de 9 muestras en cada grupo.
Los grupos tratados difieren entre si[p <0.05].
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Efecto téxico del niquel sobre la concentracién de hemoglobina
en M. macrocopa

H Hemoglobina

23

B g 3
E g
22
502.5—
° 2
g’a.
EL
(.IJ-B

T

testigo 0.01 0.1 1.2
ppm de niquel adicionado
Grafico No. 4

El valor indicado representa el promedio de 9 muestras en cada grupo,
Los grupos tratados difieren entre si[ p< 0.05}.
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Efecto toxico del niquel sobre la actividad de Achasa en

M. macrocopa

0.06

0.05

0.04

0.034

0.02

U moles de Ach
hidrolizada/mg de Pr/imin.

NN

0.014

Testigo 0.01 01

ppm de niquel adicionado
Grafico No. 5

£l valor indicado representa el promedio de 9 muestras en cada grupo.
Los grupos tratados difieren entre si[ p< 0.05].
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Comparacidn intergrupo de 1a concentracién de Hemoglobina y Proteinas
producido por el niquel sobre M. macrocopa
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Grafico No. 6

El valor indicado representa el promedio de 9 muestras en cada grupe.
Los grupos tratades difieren entre si{ P<0.05 ).
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Comparacién intergrupo del porciento de estimulacién de proteinas,
hemoglobina y Achasa producido por el niquel sobre M. macrocopa
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Testigo 0.01 01
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Grafico No. 7

Comparacion intergrupo de! porciento de Inhibicion de proteinas,
hemoglobina y Achasa producido por el niguel sobre M. macrocopa
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O Achasa

% de Inhicién
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Grafico No. 8
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Concentracion de niquel en fase acuosa y sedimento 24 horas
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Ni adicionado | 0 1 3.16 3.98 5 6.3 7.94
sedimento 0 | 0.958 3.002 3.791 4758 [6.048 | 7.543
F. acuosa 0} 0.020 0.084 0.108 | 0.140 | 0.189 | 0.257
Grafico No. 9
Concentracién de Niquel en fase acuosa y sedimento 48 horas
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Grafico No. 10
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Concentracién de niquel en fase acuosa a las 24 y 48 horas
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Grafico No. 11

Concentracion de niquel en sedimento a fas 24 y 48 horas
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Vet

Concentracién de niquel en fase acuosa y sedimento a las 48
horas de exposicion a concentraciones subletales
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Grafico No. 13
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IX. ANALISIS DE RESULTADOS

Este estudio se inicié con la preparacion de un sedimento artificial para sistemas
de agua dulce de acuerdo a la guia OECD (1984). £l cual consiste de los
siguientes porcentajes expresados en peso seco 70% de arena silica, 20% de
caolinita y 10% de composta de vaca. Hay que mencionar que en la guia citada
anteriormente se utiliza como materia organica sphagnum peat debido a que no
fue posible adquirir este material se utilizé composta de vaca tal como lo refiere
Kent J. D, y su grupo (1994).

El uso de un sedimento artificial proporciona un control relevante sobre las
variables ambientales asi como, replicacién verdadera de tratamientos lo que
facilita el establecimiento de relaciones causa-efecto (Culp, M. J, y su grupo
1996). Los bioensayos con sedimentos permiten conocer la distribucion,

biodisponibilidad y destino de los compuestos estudiados (Barrett, K.L. 1995).
Los sedimentos artificiales proporcionan:

1) Repetibilidad y reproducibilidad (tipo de sustrato estandarizado y tamaiio de la

muestra).

2) Baja variacién entre las muestras (menos necesidad de replicas) debido a la
estructura, tamafio estandar de la muestra y misma edad de la biota en las

muestras.
3) Procesamiento rapido

4) Manipulacion experimental (ejemplo: En la transferencia y en el reemplazo de

muestras}.

5) No dafa al sustrato natural (Jeffrey, D.W: Madden, B. 1933).
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Por lo que el uso de un sedimento artificial posee varias ventajas sobre un

sedimento natural.

También se realizd la caracterizacion fisica y quimica del sedimento y se
analizaron cada uno de los parametros que pueden afectar la disponibilidad del

niquel en el sedimento.

Con los valores de pH cuyo rango va de 7.9 a 8.0 ligeramente alcalino el
sedimento es de tipo calizo por lo que se esperaban valores alrededor de pH de 8
como describe Cepeda D.M (1991), éste autor describe valores de pH que van de
7.5a8.5.

Recordemos que el pH es un factor importante que determina la sobrevivencia de
los organismos de prueba y la disponibilidad de metales pesados, ya que valores

elevados en general ayuda a la precipitacién de estos.

En lo referente a carbono y materia organica, la cuantificacion de estos
parametros resultan de gran importancia en la evaluacion de metales pesados

dada la gran afinidad que estos muestran hacia ios sustratos organicos.

Los porcentajes que reportamos para estos parametros son de 4.42% para
carbono organico y 7.64% para materia organica. Los cuales coinciden con los
descritos por Barrett, K.L (1995) para sedimento artificial que son de 4.23 y 7.3%.
Estos valores clasifican a este sedimento como extremadamente rico en M.O,
clasificacion propuesta por Moreno, D.R (1970). Estos valores tan elevados se
deben a la utilizacién de composta de vaca como materia organica. Valores
elevados de M.O disminuyen la disponibilidad de metales pesados debido a la

formacion de guelatos y complejos organicos.

Por otra parte para CIC se reporta un valor de 66.490 meqa/100 g, esto se debe en
gran parte a la cantidad de cationes procedentes del diverso material organico e

inorganico, ya que la composta es un material rico en sales.
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El rango que se reporta para conductividad va de 0.640 a 0.665 mmho/cm el cual
coincide con el que describe Colli, M.J (1990), que va de 0.640 a 0.667 mmho/cm.
Ambos resultados se encuentran dentro de los limites para clasificarlos como no

salinos.

Por lo que respecta a la humedad el sedimento fue mezcladd en un agitador
mecanico con suficiente agua hasta obtener un sedimento desmenuzable con un
contenido de humedad de 41%. Se indica que se prepararon sedimentos
himedos porque para realizar los bicensayos con sedimentos se requieren
sistemas con proporcion 1:4, 1 parte de sedimento himedo por 4 partes de agua
(Stemmer, y su grupo 1590). El contenido de humedad obtenido coincide con el
reportado por Crommentujjnt v su grupo (1993) para realizar bioensayos con
sedimentos el cual va de un rango de (40-60%) de humedad.

En lo referente a oxigeno disuelto, este bajd ligeramente debido a la carga de
organismos y a la falta de aereacion del sistema, sin embargo, la concentracion se

mantuvo siempre dentro del dptimo de 5.6-4.9 mg/L.
Evaluacion de la Toxicidad del Niguel

Es necesario determinar su toxicidad en organismos acuaticos como Moina
macrocopa, por ser una especie abundante e importante en diversas cadenas
tréficas, sensible y buen indicador biolégico de la contaminacion acuatica (Anuario
de pesca. 1990; Dutka. 1988). Ademas la sensibilidad de crustaceos a metales
pesados esta documentada (Migfiore, L, Nicola, Giudici, M. 1990).

En este estudio se realizd la evaluacion de la toxicidad aguda del niquel en Moina
macrocopa, en el cual se determind la Cls; a 48 horas, en agua y sedimento,

cuyo valor fue de 6.84 y 12.09 ppm.

La CLs, obtenida en agua se asemeja a la reportada por Wong, K.C (1992), el

cual informa que la ClLgy del nique!l en agua a un tiempo de exposicién de 48
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horas para Moina macrocopa es de 6.48 ppm. El valor de Clg, obtenido en
sedimento es mayor lo cual probablemente se debe a que el niquel en los
sedimentos se asocia a la materia organica (Vdzquez, F, y su grupo
1991).También depende de la abundancia de materiales inorgénicos tales como
las arcillas, las concentraciones de cationes compitiendo y ligandos en solucion

(Warren, A. L, y su grupo 19385).

En base a estos resultados se puede considerar que el niquel es un metal
extremadamente téxico para claddceros y en general para hidrobiontes debido a

la afinidad del metal por la materia organica y arcillas.

Esta consideracién esta aun mas apoyada de acuerdo a la publicacion del Manual
de bioensayos elaborado por el centro de Investigacion y Estudios para el control
y calidad del Agua SAR (1980}, existe un cuadro donde clasifican los toxicos de

acuerdo a su grado de toxicidad.

1) Parcialmente no toxico. - Umbral letal agudo atrededor de 10 000 ppm
2) Ligeramente tdxico. - Umbral 1000-10 000 ppm

3) Moderadamente toxico. - Umbral 100-1000 ppm

4) Téxico. .- 1-100 ppm

5) Muy tdxico. .- Umbral abajo de 1 ppm

Por lo cual el niquel se cataloga como toxico ya que las Clsos son de 6.84 y 12.09
ppm.

Los materiales téxicos existen como atomos o moléculas y como consecuencia de
esto sus efectos toxicos interactuan con sistemas bioldgicos a niveles de

organizacion celular y subcelular.

FES ZARAGOZA UNAM Montero, Santiago, A.



Efecto téxico del niquel en sedimentos artificiales sobre Moina macrocopa 60

La utilidad de medidas biogquimicas, las cuales son frecuentemente clasificadas
como medidas clinicas es en determinar el mecanismo de accién de sustancias
quimicas, bajo condiciones de labaratorio y de esta forma conocer las probables
causas de efectos subletales o letales bajo condiciones de campo (Giesy, P.J |
Graney, L.R. 1989).

Son varias ias medidas bioquimicas las cuales pueden ser dtiles en predecir
respuestas cronicas utilizando exposiciones agudas. Estas incluyen contenido de

proteinas, lipidos, o concentraciones de enzimas especificas.

Considerando lo anterior en este estudio se evalud el efecto téxico del nique! en
Moina macrocopa, determinando la concentracién de proteinas, hemoglobina y
actividad enzimatica de la AChE, después de exponer al cladocero a

concentraciones subletales, utilizando un sedimento artificial.

La toxicidad subletal del niquel en M. macrocopa afecta claramente su

metabolismo.

En el caso de la concentracion de proteinas, esta se incrementé en un 18.59% y
36.92% a concentraciones de niquel de 0.01 y 0.1 ppm respectivamente y a la
concentracién de 1.2 ppm de niguel, hubo un decremento de proteinas del
21.90% en comparacidn con los controles. Indicando esto que la sintesis de
proteinas en M. macrocopa es muy susceptible a las concentraciones de

exposicion del niquel { ver graficoa No. 3,7y 8).

El incremento en las concentraciones de proteinas probablemente se deba a la
habilidad del niquel para unirse a atomos de O, N (Scoff, J.J; Fordsmand 1397).
Lo que hace suponer que el niquel se une a los grupos aminc NH, y carboxilo
COQH de los aminoacidos promoviendose la sintesis de proteinas y por lo tanto

aumento en la concentracidn de estas.
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La membrana funciona como barmrera entre la célula y el ambiente externo e
interno, mediante compartimentos celulares que engloba a los diferentes
organelos dentro de la célula, controlando la entrada y salida de materiales a nivel
interno y externo. Las células eucariontes se constituyen predominentemente por
proteinas y lipidos (Burden, J.A; Aust, S.D. 1987}.

La inhibicién de la concentracion de proteinas de! 21.90% a una exposicion de 1.2
ppm de niquel. Probablemente se deba a que a concentraciones mayores el
niquel afecta la sintesis de las proteinas de las membranas celulares en un alto
grado lo que origina un decremento de [a concentracidn total de estas

{Tkeshelashvili, y su grupo 1984).

Se ha encontrado que la concentracidn de proteinas totales de diversos
organismos se ve afectada por toxicos Giesy, P.J; Graney, L.R (1289) reportan
que cuando el pez café (Icfalurus nebulosus) fue expuesto a 27 pg Cu il/L durante
6 dias, la concentracion de proteinas totales decrecié ligeramente mientras que a
49 y 107 pg Cu H/L, causé significantes elevaciones. Después de 30 dias de

exposicién las concentraciones de proteinas totales disminuyeron notablemente.

En otro estudio realizado con trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis), la cual fué
expuesta in vivo durante 6 dias a 24 y 39 pg Cu ll/L. Las concentraciones de
proteinas totales del suero se incrementaron significativamente, en comparacion
con los controles. Mientras que a 67.5 pg Cull no hubo efectos sobre la

concentracion de proteinas.

Estos mismos autores reportan que al exponer alevines de trucha a
concentraciones de metilmercurio (CH;Hg) !l, Cd Il y Plomo Il, pequefias
concentraciones de metilmercurio causan un decremento en las proteinas totales
del suero, mientras que concentraciones similares de Cd causaron un incremento
en las proteinas totales del suero y concentraciones grandes de Cd no tuvieron

efecto sobre las proteinas totales del suero.
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Los resultados obtenidos en el laboratorio y los descritos en la literatura indican
que la respuesta de ias proteinas totales del suero a toxicos, son muy complejas y
la direccidn de la respuesta depende del toxico, tiempo de exposicién y

concentracion del toxico.

La concentracion de hemoglobina se incrementé en un 10.32% y 40.34% a
concentraciones de 0.01 y 0.1 ppm, de niquel. Utilizando a concentracion mas
alta de 1.2 ppm del metal se encontrd una inhibicién del 4.19% de la
concentracion de hemoglobina { Ver grafico No. 4, 7y 8 ).

El incremento en las concentraciones de hemoglobina se deben probablemente a
{as funciones tdxicas del niquel tales como su habilidad para reemplazar otros
iones metaélicos divalentes en enzimas y proteinas (Scolt, J.J;, Fordsman. 1997).
Le que hace suponer que en ambientes bajos de oxigeno el Ni*? reemplaza al
atomo de hierro (Fe'?) del grupo hem, originando con esto un incremento en la
produccidn del acide delta-aminolevulinico sintetasa y por consiguiente un

aumento en los valores de hemoglobina..

Esto se debe a que [a sintesis de hemoglobina es en parte controlada via la ruta
metabdlica de sintesis det hem y la enzima que controla la tasa de sintesis del
hem es la delta aminolevulinato sintetasa y a su vez la produccién de ésta es
regutada por la hormona, entropoyetina y debide a que la concentracion de
oxigeno en sangre es determinante para la produccion de esta hormona, se afecta
la produccion del acido delta aminolevulinico sintetasa y por lo tanto la
concentracién de hemoglobina (Michivori, Kobayashi; Toru, Neza. 1986; Shanier,

y su grupo 1879).

Estos resuitados de incremento en las concentraciones de hemoglobina coinciden
con lo reportado por Shanker, J y su grupo (1979) quien después de exponer ai

teleostero Colisa fasciatus a 45 ppm de Sulfato de Niquel encuentra efectos
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hematologicos tales como policitemia; ( incremento en los valores de hematocrito,
de globulos rojos y hemoglobina ) y leucopenia { reduccién en el numero de
leucocitos y linfocitos. )

Los resultados obtenidos experimentalmente y los reportados sugieren que la
eritrocitosis (valores altos de hemoglobina), pueden ser usados en monitoreos

presuntivos de toxicidad de niquel en organismos acuaticos.

La inhibicién de hemoglobina del 4.19% a la mayor concentracidn del niquel 1.2
ppm. Puede ser porque a concentraciones mayores el niguel afecta ia bicapa
lipidica de las membranas de los eritrocitos, asi como la sintesis de proteinas de
las membranas celulares lo que origina un decremento de la permeabilidad del
agua a través de las membranas de los eritrocitos y por lo tanto un decremento en

la tasa de éstos (Tkeshelashvili y su grupo 1989).

Diferentes organismos contienen el neurotrasmisor acetilcolina (Ach), ya que su
movimiento, alimentacién y reproduccién son funciones que dependen en gran
parte del sistema nervioso, en el cual participa la Acetilcolina Ach es conocido por

ser un neurotrasmisor en sistema nervioso central de crustaceos.

En este estudio se encontrd que a concentraciones de 0.01 y 0.1 ppm el niquel
estimulé la actividad de la acetilcolinesterasa (AchE o Achasa) en Moina
macrocopa en un 11.90% y 26.19%. respectivamente y a concentraciones de 1.2
ppm se encontrd una inhibicion del 11.90% ( ver grafico No 5, 7y 8 ).

En lo referente a estimulacion de la actividad de la Achasa en M. macrocopa, es
probable que el niquel interactue en el sitio alostérico de la enzima aumentando
su actividad por su sustrato (Ach). Esto se apoya en lo descrito por Sanz; Repetto
(1995) los cuales refieren activacion de tipo alostérico en el caso de aluminio y

otros iones metalicos. El modelo de regulacion alostérica de la actividad
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enziméatica de la AchE, reportado por los mismos autores postulan la existencia de
tres lugares anidnicos: o, lugar aniénico catalitico, p v y periféricos, siendo el B

especificamente acelerador.

Los agentes estimulantes de AchE provocan un bloqueo de la transmisién

colinérgica.

En ofra investigacion realizada por Kufcsak y su grupo (1994) encontré que
despuées de exponer las partes del intestino de carpa a 5 mg/l. de CuSQ,, se
incrementa la actividad de la AchE.

Asi en la intoxicacion aguda con A, Mg*?, Ca™, Sn*?, Hg"?, acetato amonico y
vanadato, estos elevan la actividad colinesterasica, sin embargo con el cloruro
merclrico en administracion repetida tras una estimulacion inicial, aparece una
disminucion de la actividad (Repetto, M. 1995).

También se ha observado en humanos y comprobado experimentalmente en
ratas, que ante una primera exposicion a dosis bajas de determinados
organofosforados (por ejemplo, etilparation), las colinesterasas sufren un
incremento inicial antes de manifestarse la inhibicidn. Este fendmeno es mas

comun en la acetilcolinesterasa que en la colinesterasa (Sanz, y su grupo 1991).

Los resultades obtenidos demuestran que a 1.2 ppm concentracion mas alta de

niguel empleada. Se encontrd inhibicion de la velocidad de hidrélisis de la AchE.

Pude suceder que a concentraciones mas altas la unidén del niquel a la enzima

reduce su afinidad por su sustrato. La inhibicién en general depende de la dosis.

Ademas existen otros agentes neurotdxicos que son inhibidores mas o menos
potentes de las colinesterasas tales como sodio, cinc, cobre, plomo, el mercurio
tanto metalico, en forma de vapor, de cloruro o el metilmercurio (Repetio, M.
1985).
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Estudios realizados por Aziz, y su grupo (1993) en tilapia mossambica, expuesta a
dosis de cloruro de cadmio de (10 ug/15 L} durante 2 dias mostrd un decremento

en la actividad de la acetilcolinesterasa.

En ofra investigacion realizada por Reddy, S.L;Venugopal N.B. 1993, se estudio el
efecto tdxico in vivo de cloruro de cadmio (0.6 ppm) sobre el cangrejo de agua
dulce comestible (Barutelphusa guerini) en un lapso de 15 dias, el consumo de

oxigeno disminuyo y la actividad de la AchE se inhibit en todos los tejidos.

Los resultados obtenidos anteriormente coinciden con los reporiados por Carson,
B y su grupo (1997), quien refiere que el niguel ejerce una variedad de efectos
sobre las enzimas debide a que puede substituir otros iones metalicos divalentes,
por lo que es capaz de inhibir y activar la misma enzima dependiendo de su

concentracion.

Es importante notar, que los resultados obtenidos anteriormente de los distintos
parametros bioguimicos de Moina macrocopa indican que es posible observar un
efecto significativo en el incremento de la toxicidad al utilizar concentraciones de

0.1y 1.2 ppm de niquel.

Hasta ahora solo hemos analizado parametros que pueden influenciar la
disponibilidad del niquel, asi como su efecto toxico sobre el metabolismo de Moina
macrocopa. En adelante analizaremos las concentraciones de metales y la

relacion que guardan con los parametros antes citados.

Por lo que respecta a la concentracién de niquel, encontrada en fase acuosa y
sedimento a las 24 y 48 horas que se muestran en la graficos No. 9,10,11y 12, se
puede observar que cambian ligeramente con respecto al tiempo. Para la fase
acuosa a las 24 horas se encontré un porcentaje del metal del 2.74 % y a las 48
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horas del 3.73 %. Por otra parte en sedimento a las 24 horas se encontré un

porcentaje del 94.86 %, mientras que a las 48 horas del 92.84 %.

En estos datos observamos que la mayor parte del metal tiende acumularse en el
sedimento, debido a la afinidad que tiene por las arcillas y materia organica pero
conforme avanza el tiempo tiende a liberarse ligeramente a la fase acuosa y

disminuir en el sedimento.

Esto puede deberse a que los metales como el niquel que se unen a carbonatos,
arciltas y materia organica son mucho mas biodisponibles que aquellos metales
que se unen a otros compuestos del sedimento tales como los oxidos de fierro y

sulfuros (Lacerda, D.L, y su grupo 1992).

Cabe mencionar que se obtuvieron estos valores de concentraciones del metal en
fase acuosa y sedimento a las 24 y 48 horas porgue se requirieron bioensayos por
sextuplicado a diferentes concentraciones para determinar la Clg, en agua y

sedimento por lo que se aprovecho para obtener estos datos.

En los bicensayos los rangos de concentracién del téxico que se consideraron
fueron; 0.01, 0.1 y 1.2 ppm, teéricamente el valor minimo es reportado en la
titeratura como limite maximo permisible para sistemas de agua dulce, un valor

intermedio y el valor maximo que fue la décima parte de la Clg,

En general del meta! extraido de los sistemas agua-sedimento a las 48 horas de
exposicion a concentraciones subletales, se encontrd un 94.69 % de este en
sedimento, siendo 0.0094, 0.095 y 1.141 ppm, las concentraciones detectadas y
para la fase acuosa el porcentaje encontrado fué de 3.77% y las concentraciones
fueron 0.00043, 0.0042 y 0.034 ppm ( ver grafico No. 13 ).

Analizando estos resultados vemos que en general sucede lo mismo que con las
concentraciones detectadas en agua y sedimento que se utilizaron para

determinar la Clg, ¥y que se reportaron anteriormente.
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La tendencia del niquel es la de acumularse en el sedimento debido a las
caracteristicas fisicas y quimicas de este, tales como valores altos de
conductividad, materia organica y capacidad de intercambio catidnico. Ademas es
necesario resaltar que la concentraciéon de! niquel en la fase acuosa o en el
sedimento desde el punto de vista quimico depende del pH del sedimento, ya que
en gran medida determina el comportamiento de los parametros como son
conductividad eléctrica, cationes, aniones, asi como metales pesados, el aumento
o la disminucién de pH en una unidad o menos ayuda a liberar o precipitar ciertos

metales quedando disponibles para los organismos que habitan en el.

Otro de los factores que influencian en la disponibitidad del niquel, son los
componentes inorganicos y organicos del sedimento. Dentro de los inorganicos se
encuentran los aluminosilicatos (arcillas), la caracteristica de éstas es su habiiidad

para absorber iones metéalicos debido a su cubierta exterior de grupos hidroxito.

También la superficie de las arcillas puede cargarse negativamente,

proporcionando sities de adsorcion para iones metalicos.

Por otro lado el espacio entre las capas de las arcillas es un lugar donde los iones
de los metales pueden residir. La incorporacién de metales pesados dentro de los
minerales detritales y arcillas se presenta por reemplazamiento de los iones por
un metal , ejemplo: Pb'? y Ni*? que reemplazan a K*, Ca' o Na’. Otra de las
caracteristicas de las arcillas es su habilidad para expanderse lo que hace que
incremente su superficie de area y de esta forma puedan acumularse los metales

pesados.

Otro de los componentes que influencian en la biodisponibilidad son los
compenentes organicos, los cuales son un factor determinante en la disponibilidad
de los metales pesados en sedimentos . Estos participan en la solubilizacion de

especies metalicas por complejacién con estas (Fergusson, J. 1990).
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En este trabajo podemos observar que el niquel estd biodisponible para el
organismo Moina macrocopa, ya que se observaron efectos subletales a las
concentraciones empleadas, esto nos dice que la movilizaciéon de los metales
pesados puede también ser en suelos neutros o alcalinos, que contienen arcilla y
altas concentraciones de materia organica, debido al predominio de los procesos
de absorcién y desorcion, provocando que los metales pesados formen aniones

complejos, faciimente solubles.

La fraccion biodisponible es la que se encuentra mas débilmente ligada a otros
compuestos, por lo tanto, esta fraccion es la que esta mas facilmente disponible

para los organismos acuaticos.

Ademas organismos como Moina macrocopa pasan gran parte de su tiempo
alimentandose sobre la superficie del sedimento. Son filtradores no selectivos que
en condiciones naturales, se alimentan de fitoplancton, bacterias, materia
organica e ingieren particulas de sedimento menores de 0.5 pm ya sea que estén
suspendidas o sedimentadas (Nebeker y su grupo. 1984; Gemisen J y su grupo
1982).
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X. CONCLUSIONES

Ante la problematica que presenta el amplio uso de metales pesados, se ha hecho
indispensable el generar informacion para conocer el efecto que producen estos
sobre los organismos acudticos, por lo anterior es importante realizar trabajos

experimentales.

Dentro de estos trabajos se encuentran los bioensayos con sedimentos que son
una metodologia (tii para la valoracién toxica de metales sobre las comunidades
acuéaticas, de esta manera se expresa la respuesta que presentan los organismos

a determinadas sustancias y concentraciones.
Al termino de este trabajo se cumplieron los objetivos inicialmente planteados.

1. Se prepard un sedimento artificial para sistemas de agua dulce, el cual en
evaluaciones de toxicidad posee varias ventajas sobre un sedimento natural; son
estandarizados, reproducibles, independientes de la variacion estacional, se

encuentran libres de contaminantes y permiten manipulacion experimental.

2. Se evaluaron algunos parametros fisicos y quimicos que nos ayudaron a

determinar la disponibilidad de! niquel en sedimentos.

3. El niquel es toxico en Moina macrocopa ya que sus valores de CLsg 48 horas
estan en el intervalo de 6 - 12 ppm de acuerdo a lo establecido por SARH (1980).
Los valores de las concentraciones letales (Clgg), son indicadores muy utiles de
la toxicidad aguda de las sustancias probadas bajo las condiciones

experimentales.

4. El efecto toxico que produce el niquel sobre las proteinas, hemoglobina vy
actividad enzimatica de ia acetilcolinesterasa de Moina macrocopa, es significativo
aun a concentraciones que se consideran seguras para los hidrobiontes ya que el

niquel a concentraciones de 0.01 y 0.1 ppm origina un aumento en todos los
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parametros antes mencionados.y a concentraciones de 1.2 ppm disminuye la
concentraciéon de proteinas, hemoglobina y actividad enzimatica de la

acetilcolinesterasa.

Por lo tanto |a observacion de dichas concentraciones pueden dar como resultado
una alteracién en el metabolismo y como consecuencia disminucién en la
produccion de este organismo que es la principal fuente de nutrientes entre los

productores primarios y los niveles tréficos superiores.

Los efectos estimulantes e inhibitorios sobre la concentracion de proteinas,
hemoglobina y actividad de la acetilcolinesterasa de Moina macrocopa fueron
significativos y constantes en las concentraciones respectivas de niquel utilizadas,
por lo que se pueden emplear como indicadores sensibles de la toxicidad de este

metal en diversos cuerpos de agua.

5. El 94.69% del niquel tiende a acumularse en el sedimento y el 3.77% se

encuentra en la fase acuosa.

6. El niquel se asocia a las arcillas y materia organica. Lo que permite mayor

intercambio del metal entre el sedimento y fase acuosa.

7. Los resultados obtenidos indican que la acumulacion del niquel, se restringe a
una capa en la parte superior del sedimento con diferentes y relativamente bajos
grados de biodisponibilidad. Par lo que se observaron efectos subletales sobre

Moina macrocopa a las concentraciones empleadas.

8. El analisis estadistico aplicado hace evidente ia existencia de diferencia
estadisticamente significativa, cuando se comparan las medias globales de
proteinas, hemoglobina, actividad de la acetilcolinesterasa, en cada una de las

concentraciones del metal empleadas.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran que existen diferencias
significativas entre los valores medios globales de la concentracién de niquel en

fase acuosa y sedimento en cada una de las concentraciones empleadas.

9. Las pruebas de toxicidad de bioensayos con sedimentos rigidamente
controlados forman la base para la determinacidn de las concentraciones

permisibles o niveles seguros de los contaminantes.
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Xl. SUGERENCIAS

Es aconsejable que los sedimentos sean perfectamente caracterizados, con la
finafidad de realizar una amplia correlacion de los parametros fisicos y quimicos

con el efecto toxico.

Se requiere sostener una busqueda constante de la evaltuacion de la toxicidad de
otros elementos quimicos, debide a que muches son los metales pesados que
comunmente, de alguna u otra manera contribuyen al deterioro ambiental y
también muchas son las formas de vida que se ven afectadas por la presencia de
estos contaminantes. Ademas de gque estos y sus productos de degradacidn, son
toxicos aun cuando se encuentran presentes a niveles de trazas y unicamente se
dispone informacidén minima sobre toxicidad del 20% de estos.

Debido a que las pruebas de toxicidad utilizadas, son sensibles, simples,
confiables, sencillas, rapidas y de bajo costo, y pueden realizarse con un equipo
rutinario de laboratorio como es el espectrofotometro. Se sugiere utilizar estas
pruebas como medio para evafuar la calidad del agua de diferentes cuerpos
acuaticos empleando, la estimulacidén e inhibicién de proteinas, hemoglobina y
actividad de |a acetilcolinesterasa como parametros bioindicadores.
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XII. ANEXO

ANEXD 1

Xll.1. GLOSARIO

Agua de poro (agua intersticial): Es el agua que ocupa los espacios entre las
particulas del sedimento y puede ser removido del sedimento total por filtracién ha

vacio/presion, centrifugacion o compresion.
Antropogénicos: Son los cambios en el medio ambiente producidos por el hombre

Biodisponibilidad: Un contaminante o quimico sembrado en el sedimento es
biodispeonible; si se presenta en una forma o fase, Ia cual causa una respuesta
biolégica en una o mas de las especies, con las cuales ha llegado ha estar en
contacto.

Bioensayo: E£s un experimento, en el cual de forma particular organismos
acuaticos son expuestos en ei laboratorio a muestras de sedimento de campo ( o
extractante de éste), el cual contiene potencialmente uno o mas contaminantes

con la intencidn de medir posibles efectos biologicos de éstos.

Clsg : Es la concentracién de un contaminante en la cual provoca e! cincuenta
porciento de las muertes en una poblacidbn cuando éste es éxpuesto

intencionalmente.

Contaminante: Toda materia o energia en cualesquiera de sus estados fisicos y
formas que al incorporarse o actuar en la atmésfera, agua y suelo, flora, fauna o

cualquier elemento natural, altera o modifica su composicion y/o condicién natural.

Dosis: Cantidad de sustancia toxica que entra al organismo.
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Macrofauna: Animales cuyo tamafio es medido en centimetros mas que en

unidades microscopicas.
Mesofauna: Animales de tamafio de 200 pm a 1cm

Microfauna: Animales cuyo tamafio es menor a 200 pm, tales como los

protozoarios, solamente visibles bajo el microscopio.

Microflora: Los microorganismos ( bacterias, hongos y algas unicelulares), que

viven en un organismo, habitat particular o en un ecosistema.

Pruebas de toxicidad: Es un experimento, en el cual de forma particular los
organismos acuaticos son expuestos en el laboratorio a un sedimento natural
limpio o artificial, el cual ha sido sembrado en el laboratorio con un quimico &

mezcla de quimicos conocidos; generalmente a un rango de concentraciones.

Respuesta: El efecto de la medida bioldgica del material probado. En pruebas de
toxicidad aguda usualmente es la muerte, en pruebas de bicestimulacion es el

incremento de biomasa.

Sedimento de referencia: Es un sedimento total no contaminado que representa al
sedimento de prueba (contaminado} en todas sus caracteristicas posibles. Es
usado en un bioensayo para determinar las respuestas del organismo de prueba

en el sedimento en la ausencia de el 0 los contaminantes de interés.
Sedimento total: Es el sedimento + agua de poro

Toxicidad aguda: Los efectos adversos totales producidos por una sustancia

toxica cuando se administra en forma de dosis Unica.

Toxicidad subletal: Tiene efectos deteriorantes pero no causa muerte
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Téxico: Cualquier sustancia ( pura o combinada } o efluente que al entrar en
contacto con el organismo produzca dafios estructurales, alteraciones bioquimicas
o fisiolégicas o incluso la muerte, dependiendo de la concentracion y del tiempo

de exposicién.
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ANEXO. 2

XIl.2. Caracteristicas generales de Moina macrocopa ( pulga acuatica )

Los claddceros son un grupo abundante y de gran importancia en la naturaleza,
en los ecosistemas acudticos son la principal fuente de nutrientes entre los
productores primarios y los niveles troficos superiores. En el estomago de peces

se han reportado contenidos de 1 a 95% de claddcero por volumen

Estos organismos son planctdnicos; sin embargo, en ensayos de sedimentos,
pasan gran parte de su tiempo alimentandose sobre la superficie del sedimento.
Son filtradores no selectivos, que en condiciones naturales, se alimentan de
fitoplanctén, bacterias, materia organica e ingieren particulas de sedimento
menores de 0.5 pm, ya sea que estén suspendidas o sedimentadas. A su vez
éstos organismos son depredados por especies carnivoras como peces Y
zooplantéfagos (Gutiémez, V.A. 1990; Nebeker y su grupo 1984; Gemitsen, J;
Porter, K.G. 1982)

Nombre cientifico Moina macrocopa
Phylum: Artropoda

Clase: Crustacea
Orden: Claddcera

Miden aproximadamente de 0.2 a 0.7 mm, su cuerpo es de forma oval,
comprimido, no esta perfectamente segmentado y s6lo se diferencian dos partes:

Cabeza y tronco, ver figura 1.

La cabeza esta constituida por 5 pares de apéndices; un ojo compuesto y un ojo
nauplio. El primer par o constituyen las antenulas que poseen quimiorreceptores y
surgen del margen ventral de la cabeza, marcan el dimorfismo sexual, ya que en
los machos son grandes y curvas, con ella sujetan a ta hembra durante la copula,
en tanto en estad (ltima son cortas y rectas. El segundo par de apéndices esta

constituido por las antenas, son estructuras grandes, articuladas y moviles que se
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insertan a cada lado de la cabeza, actian como el principal ¢rgano de
locomocion, cuando las antenas presentan movimientos descendentes el
crustaceo se desplaza rapidamente, mientras que con movimientos ascendentes
se desplaza lentamente. El tercer, cuarto y quinto pares de apéndices se
encuentran transformados como estructuras' bucales. Detrds de la cabeza y
continuandola se extiende el caparazon que encierra el tronco y que también es

transparente y quitinoso.

La boca es pequefia, se localiza cerca de la unidn del tronco y la cabeza, esta
formada por diminutas mandibulas romas seguidas de dos pares de maxilas y
apéndices birrameos aplanados que utiliza para respirar y filtrar particulas de

alimento procedente de los sistemas acuaticos.

Las hembras poseen ovarios pareados cerca del intestino medio; fos huevos
partenogénicos son puestos mediante conductos que se abren dorsalmente en
una bolsa de incubacién entre la parte posterior del cuerpo y el caparazén, los
huevos permanecen ahi hasta que se convierten en pequefios organismos

parecidos a sus progenitores { Vifle. 1985 ).

Los machos se pueden distinguir porque son de menor tamafo que las hembras,
usualmente un tercio del tamafio de éstas sus anténulas son mas largas, por lo
tanto el movimiento es mas rapido, presentan modificaciones postabdominales y

los apéndices anteriores ostentan un gancho utilizado en la copula { Meva,
LV.1989).

Reproduccién.- Los cladaceros presentan dos tipos de reproduccién , la sexual se
lleva acabo cuando las condiciones ambientales son adversas, es decir que existe
una alta densidad de poblacion, acumulacion de los productos de desecho y bajas
temperaturas, estas condiciones favorecen las condiciones de los machos ¥y

aparicion de huevos sexuales en envoltorios llamados “efipios”.
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La reproduccién asexual es la mas frecuente durante el ciclo de vida de los
cladoceros, debido a que las poblaciones estan principaimente constituidas por
hembras, las cuales se reproducen por partenogénesis ocurre en condiciones

ambientales dptimas (Martinez, J.F; Gutiérrez, V.A. 1991 ; Ivleva, I.V. 1989).

Este crustaceo se encuentra en lagos, rios, cuerpos de agua con vegetacion y
alcanza grandes densidades poblacionales en lugares con alto contenido de

materia organica, soportando un amplio intervalo de temperatura ( de 5 a 30°C ).

En la mayor parte de los ensayos de sedimentos con claddceros se ha medido

toxicidad aguda, en una proporcién sedimento agua 1:4, durante 48 horas.
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Moina macrocopa ( pulga acuatica )
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ANEXO 3

Xll.3.Preparacion de Curvas de Calibracién

Xl1.3.1. Preparacion de la curva de calibracién para proteinas empleando el
método de Bradford.

Reactivos:

1) Solucion de Bradford .- Pesar 100 mg de Azul de Comasie, disolver en 50 mL de
etanol al 96%; agregar 100 mL de acido fosforico al 85% y aforar a un volumen
total. de 1000 mL con agua desionizada.

2) Solucién madre de albumina.- Pesar 50 mg de albimina serica bovina, disolver

y aforar a 50 mL con agua desionizada
Utilizar como blanco la solucion de Bradford.

Curva de calibracién de proteinas

Preparar a partir de una solucion madre de albumina serica bovina de
(1000ug/ml.)

Tabla No.8
Solucion de albdmina Solucidn de albimina (ulL) alicuota | Reactivo de
concentracion de cada solucidn Bradford
Tubo 1 [300 pg/mlL] 100 pL S5mL
Tubo 2.. [400 pg/mL] 100 pL 5mL
Tubo 3 . [500 pg/mL] 100 pL 5mL
Tubeo 4 . {700 ug/mL) 100 uL 5mlL
Tubo 5. [1000 pg/mL] 100 pL 5mL

Dejar reposar 5 minutos y determinar absorbancia a 595 nm.
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XH.3.2. Curva de calibracion de proteinas
Tabla No. 9
ug proteina Absorbancia
28.0090 0.188
38.6549 0.258
52.9508 0.352
724175 0.480
97.9676 0.648
0.7 .
05 4 ¥ = 0.0066x
R? = 0.9999
£ 05
G
wn /
@D 0.4
wn
o
S8 03] /
e
8 o] o
Q
n
o1
<
o -

1] 10 20

Grafico No. 14

30 40 50 60

70

Ug proteina

100

FES ZARAGOZA UNAM

Montero , Santiago, A.



Efecto téxico del niquel en sedimentos artificiales sobre Moina macrocopa 82

Xli.3.2. Preparacion de la Curva de calibracién para hemoglobina

Partir de una solucion patrén de Cianuro de Hemoglobina, 2 kits de cuatro
ampolletas, cada ampolleta contiene 5 mL de solucién de cianuro de hemoglobina

con las siguientes concentraciones.

1.- 27.4 mg/100 mL
2.- 59.6 mg/100 mL
3.-79.1 mg/100 mL
4.-232.0 mg/100 mL

Reactivo de Drabkin.- Pesar 1 g de bicarbonato de sodio (NaHCO,), 0.05 g de
cianuro de potasio (KCN} y 0.2 g de ferricianuro de potasio (KsFe(CN)g). Adicionar
cada uno de estos reactivos en un matraz volumétrico de 1000 mL, agitar y aforar

a 1000 mL con agua desionizada.

Procedimiento.- De las 4 ampolletas de Cianuro de Hemoglobina soluciones
patron, tomar la cantidad correspondiente de acuerdo a la tabla No. 9. Adicionar el
reactivo de Drabkins para realizar la dilucién y llegar a la concentracion de

cianométahemoglobina ver tabla No. 10,

Determinar la absorbancia de los 10 tubos por triplicado a una longitud de onda de
540 nm en un espectrofotometro Varian DMS 'S0.

Utilizar como blanco el reactiva de Drabkin,
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Tabla No. 10 Tabla de Procedimiento solucion problema concentracion |
Ampolletas con la Cianuro de |
Tubo jsolucién de Solucién Reactive de | hemoglobina |Hemoglobina
No. |cianuro de patréon mL |Drabkin mL |{mg/100 mL) |g/100 mL
hemoglobina
(mg/M100 mL)
1 232 | 3 3 116 29.1
2 232 2 3 92.8 23.3
3 79.1 5 0 79.1 19.8
4 79.1 4 1 83.3 15.9
5 232 1 4 46.4 11.6
6 59.6 4 2 39.7 10.0
7 59.6 3 3 29.8 7.5
8 27.4 4 2 18.3 4.6
9 27.4 2 3 11.0 2.8
10 27.4 1 4 55 1.4
Mezclar y Dejar reposar 20 minutos
b. Determinar absorbancia a 540 nm en el espectrofotémetro

Xil.3.4 Curva de calibracién de hemoglobina

Tabla No. 11
Hemoglobina Absorbancia

mg/mL

0.069 0.035
0.138 0.070
0.275 0.122
0.450 0.199
0.580 0.265
0.600 0.300
0.794 0.420
0.99 0.526
1.165 0.619
1.746 0.780
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XI1.3.5. Preparacion de la Curva de calibracion para acetilcolinesterasa

Blanco: En un tubo de ensaye agregar 3 mL de solucion Tris pH =7, 2 mL de

solucién de hidroxilamina alcalina, 1 mL de acido clorhidrico 4N y 1 mL de

solucion de cloruro férrico.

Realizar la curva de calibracion de la siguiente manera

Emplear 2 mL de solucién amortiguadora de Tris pH =7, a la cual se le adiciona 1

mL de solucién acuosa estandar , de cloruro de acetilcolina, a concentraciones de

3.5, 7.0, 10.52, 14.03 y 17.54 uM/mL respectivamente, en seguida agregar 2 mL

de la mezcla de hidroxilamina alcalina, 1 mL de HCI 4N y 1 mL de FeCl,

Determinar la absorbancia a 540 nm.

XIL.3.6. Curva de calibracién de acetilcolina

Tabla No. 12
pM de
acetilcolina Absorbancia

3.50 0.1354
7.017 0.2560
10.52 0.3762
14.03 0.4965
17.54 0.6169
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X11.3.7. Preparacidn de la curva de calibracion de niquel (Para Absorcion
Atémica)

Preparacion.- Pesar 04476 g de NiSQO,6H,0 (reactivo analitico Sigma),
equivalente a (0.1 g de Ni transferir a un matraz volumétrico de 1000 mt,
adicionar 10 mL de HNO; concentrado y diluir hasta aforo con agua desionizada.
La concentracién obtenida es de 100 pg NifmL. De la solucion madre realizar

diluciones a las siguientes concentraciones 0.3, 0.5, 1.0, 5y 10 mg/L.

Obtener las lecturas de absorbancia en el espectrofotometro de Absorcién
Atémica (EPA. 1986).

Tabla No. 13. Condiciones del espectrofotometro para
la determinacion de niquel.

Elemento Ni

Lampara de catodo hueco de Ni
Longitud de onda: 232.0 nm
Gases de llama: Aire-acetileno
Corriente de la lampara: 2 mA
Tipo de flama: Oxidante
Equipo Varian DMS'90 (EFPA. 1986)

Con los resultados se establecid la curva estandar.
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ANEXO. 4

Xit.4.Andlisis Estadistico

A los resultados obtenidos en las diferentes determinaciones bioquimicas, se les
efectdo un analisis de varianza y la prueba de Tukey's (Wayne, W.D. 1996}, con
la finalidad de encontrar una posible diferencia estadisticamente significativa entre

las medias globales.

De tal forma que al comparar los valores medios de las distintos parametros
bioquimicos de los 4 tratamientos con niquel, se encontré diferencia

estadisticamente significativa.

Este analisis es mostrado en las tablas No. 14, 15, 16, 17, 18 y 19. De este modo
se establecid el siguiente juego de hipotesis para cada determinacién bioquimica;
proteinas, hemoglobina y actividad de la Achasa, aclarando que el siguiente par
de hipotesis funciona para los tres tipos de determinaciones bioquimicas

mencionados y lo que se establece es sdlo un ejemplo.

1) Hipétesis nula: No existe diferencia estadisticamente significativa entre los 4

tratamientos con respecto a los valores medios globales de proteinas.

Ho: py=p=py=p4

2) Hipétesis alterna: Si existe diferencia estadisticamente significativa entre los 4
tratamientos con respecto a los valores medios globales de proteinas ( al menos

un par de medias es diferente).
Haip #pzzusi,

Con el criterio de rechazar Ho si Fcal = F tablas.
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Los resultados del andlisis de varianza mostraron, en todos los casos para cada
determinacion bioguimica, por separado; proteinas, hemogiobina y actividad de la
acetilcolinesterasa. Tablas No. 14, 16 y 18 que F cal es mayor a F tablas, por lo
que se rechaza Ho y se acepta Ha, es decir, se puede afirmar con un 95% de
confianza que existe diferencia estadisticamente significativa entre los 4
tratamientos con respecto a los valores medios globales de cada una de las

determinaciones bioquimicas.

Apartir de los resultados anteriores, se procedid a realizar una comparacion entre
las medias por separado de proteinas, hemoglobina y acetilcolinesterasa,
realizando las comparaciones simultaneamente mediante la prueba de Tukey's la
cual corrobord lo establecido en el analisis de varianza (existen diferencias
significativas entre los 4 tratamientos con respecto a los valores medios globales
de cada una de las determinaciones bioquimicas). Tablas No. 15, 17 y 19 . Para
reafizar esta prueba se controld un error experimental proporcional de tipo 1, nivel

de significancia a= 0.05, intervalo de confianza = 0.95.
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Tabla No. 14. Analisis de varianza de la determinacion de proteinas totales
del sobrenadante

Fuente G.L SC MC F
Tratamientos 3 102.635 34.211 277.243
Error 32 3.950 0.1234

Total 35 106.586

a=0.05 Confianza = 0.95

Dado que F= 277.243 es mayor que Fygs para 3 y 32 gl = 2.92, nos permite
concluir que si hay diferencia estadisticamente significativa entre los 4

tratamientos con respecto a los valores medios globales de proteinas.

Tabla No. 15. Prueba de Tukey’s Comparaciones simultaneas de la concentracién
media de proteinas totales del sobrenadante.

Comparacion por mg/Kg | Hipétesis Diferencia entre {Decision estadistica
de niquel adicionado medias
Testigo-0.01 Ho = p,=p, 1.4399 Rechazar Ho dado
que 1.4399 > 0.4508
Testigo-0.1 Ho = p;=p, 2.8593 Rechazar Ho dado
que 2.8593 > 0.4508
Testigo-1.2 Ho =p,=p, 1.6964 Rechazar Ho dado
que 1.6964> 0.4508
0.01-0.1 Ho = py=p1, 1.4194 Rechazar Ho dado
0.01-1.2 Ho = py=p, 3.1363 que 1.4194 > 0.4508
Rechazar Ho dado
que 3.1363 > 0.4508
0.1-1.2 Ho = py=p, 4.5557 Rechazar Ho dado
que 4.5557 > 0.4508

Grados de libertad ( G.L )= 32

Varianza ( MSE ) °=0.1234

Valor critico del rango estudentizado= 3.85

Diferencia verdaderamente significativa { DVS ) = 0.4508
Suma de cuadrados ( SC )

Media de cuadrados ( MC )
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Tabla No. 16. Analisis de varianza de la determinacién de hemoglobina
del sobrenadante.

Fuente G.L S.C M.C F
Tratamientos 3 9.458 3.152 237.060
Error 32 0.426 0.013

Total 35 9.885

o =005 conftanza = 0.95

Dado que F= 237.060 es mayor que Fyg, para 3 y 32 g = 2.92, nos permite
concluir que si hay diferencia estadisticamente significativa entre los cuatro

tratamientos con respecto a los valores medios globales de hemoglobina.

Tabla No. 17. Prueba de Tukeys’s. Comparaciones simultaneas de la
concentracion media de hemoglobina del sobrenadante.,

Comparacién por mg/Kg Diferencia entre
de niquel adicionado Hipétesis medias Decision estadistica
Testige-0.01 Ho = p,=u, 0.3032 Rechazar Ho dado que
0.3032 > 0.1463
Testigo-0.1 Ho = py=p;, 1.184 Rechazar Ho dado que
1.184 > 0.1463
Testigo-1.2 Ho = puy=py 0.1527 Rechazar Ho dado que
0.1527 > 0.1463
0.01-0.1 Ho = p,=p, 0.8808 Rechazar Ho dado que
0.8808 > 0.1463
0.01-1.2 Ho = py=y, 0.4259 Rechazar Ho dado que
0.4259 > 0.1483
0.1-1.2 Ho = p3=p, 1.3067 Rechazar Ho dado que
1.3067 > 0.1463

Grados de libertad ( G.L )} = 32

Varanza { MSE ) 6% = 0.013

Valor critico del rango estudentizado = 3.85

Diferencia verdaderamente significativa ( DVS ) = 0.1463.
Suma de cuadrados { SC )

Media de cuadrados { MC )
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Tabla No. 18. Andlisis de varianza de la determinacion de la actividad enzimatica
de acetilcolinesterasa.

Fuente G.L SC MC F
Tratamientos 3 1.241 €-03 4137 04 130.970
Error 32 1.010 e-04 3.159 -08

Total 35 1.342 -03

a=0.05 confianza = 0.95

Dado que F = 130.97 es mayor que F g5 para 3 y 32 gl = 2.92, nos permite
concluir que si hay diferencia estadisticamente significativa entre los 4

tratamientos con respecto a los valores medios globales de la actividad de

acetilcolinesterasa.

Tabla No. 19. Prueba de Tukey's. Comparaciones simultaneas de la
concentracion media de la actividad de acetilcolinesterasa

Comparacion por mg/Kg Diferencia entre
de nique! adicionado Hipétesis medias Decision estadistica
Testigo-0.01 Ho = =y, 51€-3 Rechazar Ho dado que
5.1 e-3>2.2808 e-3
Testigo-0.1 Ho = py=p, 0.01103 Rechazar Ho dado que
0.01103 > 2.2809 -3
Testigo-1.2 Ho = py=p4 48 e-3 Rechazar Ho dado que
4.8e-3> 2.2809 e-3
0.01-01 Ho = py=p, 5.93¢ -3 Rechazar Ho dado que
05.93 -3 > 22809 e-3
0.01-1.2 Ho = po=py 9.9e3 Rechazar Ho dado que
9.9 -3 >2.2809 e-3
0.1-1.2 Ho = pa=p, 0.01583 Rechazar Ho dado que
0.01583 » 2.2809 -3

Grados de libertad g G.L)=32

Varianza (MSE ) o

Suma de cuadrados ( SC )
Media de cuadrados { MC )

=3.159 ¢-06
Valor critico del rango estudentizado = 3.85
" Diferencia verdaderamente significativa ( DVS ) = 2.2809 -3
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Una vez que se comprobd que hay diferencia estadisticamente significativa entre
los 4 tratamientos con respecto a los valores medios globales de cada una de las
determinaciones bioguimicas, se efectiio otro andlisis de varianza y prueba de
Tukey's para determinar si existe una diferencia estadisticamente significativa al
comparar por separado los niveles medios de niguel en sedimento y fase acuosa
en los 4 tratamientos. Los resultados de dicho andlisis con respecto a los valores
medios de nique! en sedimento entre los 4 fratamientos fué estadisticamente
sifnificativa de igual manera que al comparar los valores medios de nique! en fase

acuosa. Estos analisis son mostrados en las tablas No. 20, 21, 22 y 23.

De este modo se estableci6 el siguiente juego de hipétesis para la concentracion
de niquel en sedimento y fase acuosa, aclarando que el siguiente par de hipétesis
funciona para las 2 fases antes mencionadas y lo que se establece es solo un

ejemplo.

1) Hipétesis nula: No existe diferencia estadisticamente significativa entre los
valores medios globales de la concentracién de niquel en sedimento en los 4

tratamientos.
Ho = p=,=13=11,

2) Hindteis alterna: Si existe diferencia estadisticamente significativa entre ios
valores medios globales de la concentracion de niguel en sedimentos en los 4

tratamientos, ( al menos un par de medias es diferente )

Ha = py#ppepgig

Con el criterio de rechazar Ho si Feal = F tablas.
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Los resultados del analisis de varianza mostraron, en todos los casos para
sedimento y fase acuosa, tablas No. 20 y 22 que Fcal es mayor a F tablas, por lo
que se rechaza Ho y se acepta Ha, es decir , se puede afirmar con un 95% de
confianza que existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores
medios globales de la concentracion de niquel en sedimento y fase acuosa en los

4 tratamientos.

Apartir de los resultados anteriores, se procedié a realizar una comparacion entre
las medias por separado de la concentracion de niquel en sedimento y fase
acuosa, realizando las comparacicnes simultaneamente mediante la prueba de
Tukey's la cual corrobord lo establecido en el andlisis de varianza ( existen
diferencias significativas entre los valores medios globales de la concentracién de
niquel en sedimento y fase acuosa en los 4 tratamientos, {(al menos un par de

medias es diferente). tablas No. 21y 23.

Para realizar esta prueba se controld un error experimental propercional de tipo 1,

nivel de sigrificancia o = 0.05, intervalo de confianza = 0.95.
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Tabla No. 20. Anilisis de varianza de la concentracion de niquel en sedimento a
las 48 horas de exposicion a concentraciones subletales,

Fuente G.L SC MC F
Tratamientos 3 2.794670 0.931556 37076.8557
Error 8 2.01 -4 2.56125 e-5

Total 11 2.794871

a=0.05 confianza = 0.95

Dado que F = 37076.8557 es mayor que Fyqs para 3 y 8 g.l = 4.07, nos permite
concluir que si hay diferencia estadisticamente significativa entre los valores

medios globales de la concentracién de niquel en sedimento en los 4

tratamientos.

Tabla No. 21. Prueba de Tukey’s. Comparaciones simultaneas de los valores
medios de |la concentracion de niquel en sedimenta.

Comparacién por Diferencia entre
mg/Kg de niquel Hipotesis medias Decision estadistica
adicionado
Testigo-0.01 Ho = py=p, 9.4 -3 No rechazar Ho dado que
9.4 -3<0.01310
Testigo-0.1 Ho = py=p, 0.095 Rechazar Ho dado que
0.095 > 0.01310
Testigo-1.2 Ho = py=py 1.146 Rechazar Ho dadoe que
1.146 > 0.01310
0.01-0.1 Ho = ps=pa 0.0856 Rechazar Ho dado que
0.0856 > 0.01310
0.01-1.2 Ho = py=p, 1.1366 Rechazar Ho dado que
1.1366 > 0.01310
0.1-1.2 Ho = py=pl, 1.051 Rechazar Ho dado que
1.051 > 0.01310

Grados de libertad { G.L) =8

Varianza ( MSE ) ¢* = 2.5125 -5

Valor critico del rango estudentizado = 4.53

Diferencia verdaderamente significativa ( DVS } = 0.01310

Suma de cuadrados ( SC )
Media de cuadrados ( MC )
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Tabla No. 22. Analisis de varianza de la concentracion de niquel en fase
acuosa a las 48 horas de exposicidn a concentraciones subletales.

Fuente G.L SC MC F
Tratamientos 3 5.989576 <-3 1.896525 e-3 | 7227.2398
Ersor 8 2.21e-6 2.7625 -7

Total 11 5991786 -3

a =005 confianza = 0.95

Dado que F = 7227.2398 es mayor que F yq; para 3 y 8 g.| = 4.07, nos permite

concluir que si hay diferencia estadisticamente significativa entre los valores

medios globales de la concentracién de niquel en fase acuosa en los 4

tratamientos.

Tabla No. 23. Prueba de Tukey’s. Comparaciones simuiltdneas de los valores
medios de la concentracién de niquel en fase acuosa.

Comparacién por

mo/Kg de niquel Hipotesis Diferencia entre Decisién estadistica
adicionado medias
Testigo-0.01 Ho = py=p, 43 -4 No rechazar Ho dado que
4.3 -4 <1.3746 -3
Testige-0.1 Ho = py=p; 4.2 e-3 Rechazar Ho dado que
42 e-3>1.3746 -3
Testigo-1.2 Ho = py=p, 0.053 Rechazar Ho dado que
0.053 > 1.3746 e-3
0.01-0.1 Ho = p=u; 3.77 -3 Rechazar Ho dado que
3.77 e-3> 1.3746 -3
0.01-1.2 Ho = py=p, 0.05257 Rechazar Ho dado que
0.05257 > 1.3746 -3
0.1-1.2 Ho = py=p,4 0.0488 Rechazar Ho dado que

0.0488 > 1.3746 -3

Grados de libertad (G.L)=8

Varianza (MSE ) o® = 2.7625 -7
Valor critico del rango estudentizado = 4.53
Diferencia verdaderamente significativa { DVS )= 1.3746 -3
Suma de cuadrados ( SC)
Media de cuadrados { MC )
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2 XII.5. ANEXO. 5

Tabla No. 24 Limites maximos permisibles para niquel
en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales.

Rios Embalses naturales Aguas Costeras
y arlificiales
Parametro| Uso en riego Uso en riego Explotacién pesquera
{mg/L) agricola, agricola navegacion y
publico urbano | vy publico urbano otros usos.
y proteccion de Recreacion y Estuarios

vida acuatica

J. PM PD PM PD PM PD
Niguel 2 4 2 4 2 4
P.D. = Promedio Diario NORMA OFICIAL MEXICANA
P.M. = Promedio Mensual NOM-001-ECOL-1996.
L@
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