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RESUMEN

Este trabajo trata de presentar los efectos tdéxicos de cuatro
posibles contaminantes de la plataforma cubana, un plaguicida
6rgano clorado el DDT y 3 metales, el cromo, el cobre y el
plomo, sobre postlarvas de langosta P. argus y el camardn P.
notialis. Persiguiendo un triple propdésito en sus objetivos,
presentar de una forma cbémoda, con fines didacticos 1la
resolucidn de los tres métodos de trabajo adoptados
internacionalmente para evaluar la toxicidad, el método gréafico
semi logaritmico, rutinario o estédndar, el método de los Probits
de Bliss y la modificacidén de Licthfield y wilcoxon, asi como
analizar de dichas metodologias cual es la mads adecuada para la
evaluacién de los efectos de cualquier contaminante con mayor
precisidén estadistica vy conocer los efectos letales y sub
letales de los contaminantes seflalados anteriormente sobre las
dos especies marinas de mayor importancia econdmica para Cuba.
Las metodologias utilizadas para la evaluaciédn de los
bioensayos, son la estandar y las que emplean los probits como
punto de andlisis. Entre los resultados se presentan los LC50,
LT50 y limites de confianza de cada constante. Para el DDT se
hallé que una concentracidén sub letal de 1 npg/l es capaz de
inhibir la muda vy el <crecimiento de 1los post larvales de
langosta, no asi su respuesta a estimulos externos y a la
alimentacidén; calculdndose una concentracidén presumiblemente no
dafiina como 0.47 ug/1l.

Para el cromo se calculo la concentracidén presumiblemente no
dafiina como 6.2 mg/l. Los experimentos de acumulacién dieron por
resultado que su tasa fue de 60.6 ng/kg/dia y la de
desacumulacidén de 41.5 ung/kg/dia, acumulando mas rapido que 1lo
que desacumula. Respecto a la tasa metabdlica el cromo actuo
como un acelerador metabdlico a concentraciones no letales vy
como depresor a concentraciones cercanas a las letales.

Se presentan las ecuaciones para calcular la tasa metabdlica y
se estimdé que los camarones tienen un umbral de preferencia a
concentraciones cercanas a la dafiina, lo que evidencia que a
estds concentraciones los ejemplares son atraidos.

Se planted la concentraciédn normal de cobre en el tejido, la
cuidl fue de 56 [J 36 mg/kg y una concentracién de 2.1 upg/l es
capaz de inhibir la muda en los ejemplares sometidos a ella y
poseen un factor de acumulacidédn de 155 a concentraciones sub
letales.

Respecto al plomo, una concentracién 560 mng/l es capaz de
provocar la pérdida de actividad a las 120 horas de exposiciédn y
la perdida de equilibrio a las 240 horas, muriendo a las 300
horas. La concentracidén de seguridad se calculd en 50 ng/l.
Después de su analisis, la metodologia de los probits de Bliss
se recomienda como la mas precisa, pues permite establecer los
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limites de confianza de las concentraciones letales y ofrece los
pardmetros necesarios para realizar el andlisis estadistico de
los resultados.
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1.0 INTRODUCCION

Debido a la condicidén actual de nuestra nacidn como pais en vias
de desarrollo, es necesario considerar las grandes inversiones
gue se ejecutan en las diferentes ramas de la economia, trayendo
como consecuencia natural un incremento en los niveles
cuantitativo y cualitativo de las descargas de desechos que a la
larga contaminan el medio receptor. También, en su lucha contra
las plagas el hombre ha desarrollado productos capaces de
eliminarlas, pero el uso indiscriminado y continuado de estos,
ha provocado adaptaciones en dichas plagas que las han vuelto
mas resistentes, siendo necesario aumentar las dosis de
aplicacién, con el resultado 1indeseable de incrementar sus
niveles en el medio natural e inducir la muerte migracidén u
otros trastornos a animales TUtiles al hombre. Uno de los
productos mas usados es el DDT, un plaguicida érganoclorado que
se acumula en los diferentes niveles de 1la cadena trdéfica,
depositédndose en los tejidos grasos gue actlian como un
amplificador bioldgico. Los ejemplos de destruccidén y muerte
provocados por el DDT estédn bien documentados por Carson, (1984)

y Worthing y Hence (1991. En nuestro pais; se ha utilizado
ampliamente este producto en la lucha contra las plagas, por lo
que se estudia su efecto sobre la supervivencia y el crecimiento
de postlarvales de langostas Panulirus argus especie de mayor

importancia en las pesquerias de la plataforma cubana.



Considerando que entre las sustancias multiples que pueden
llegar al mar (GESAMP, 1990), los metales pesados pueden tener
una resonancia ecoldgica considerable a causa de su permanencia
en la misma y en los organismos, transfiriéndose y acumuldndose
en los diferentes niveles de la trama alimentaria se decidid
evaluar los efectos del cromo, cobre y plomo, por constituir un
elemento de riesgo en los ecosistemas marinos.

En Cuba existen varias tenerias, razones por las cuales se
hace necesaria la evaluacién del licor cromo que se utiliza en
ellas para la tecnologia del curtido de pieles y es portador de
este metal pesado, cuya concentracidédn al final del proceso
resulta de 5 g/l. Considerando esto y el numero de industrias y
talleres dedicados a esta actividad a lo largo del territorio
nacional, el volumen de sus descargas anuales y el hecho de ser
vertidos directamente a nuestra plataforma sin ningun tipo de
tratamiento hace necesario su estudio como contaminante. Se debe
sefialar que también existen otras fuentes que aportan cromo al
ambiente marino, como son industrias de acabados de metales,
fabricas de colorantes, pinturas, pigmentos contra la corrosidén
y zonas de su extraccidén, (Lewis, 1992).

Otro metal pesado, importante para la contaminacién del mar, es
el plomo, el cudl se emplea en fédbricas de acumuladores, como
agente antidetonante para el combustible, en la construccidén de
tipos para la imprenta, elaboracidén de pinturas, recubrimiento

de cables y en amortiguadores de la vibracidén en la construccidn
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pesada entre otros. En Cuba una fuente importante de este metal

pesado es la fébrica de acumuladores de Manzanillo, provincia

Granma, gue aungque tiene una planta de tratamiento existe la

posibilidad de su vertimiento por alguna falla o por emisiones a

la atmésfera en el proceso de fundicién del metal, motivos que

conllevan a conocer los efectos que este podria provocar a su
llegada a una zona pesquera de camarones.

El cuarto contaminante que aquli se evalia es el cobre, otro
elemento acumulativo que puede presentarse en los residuales de
diferentes industrias o en aguas procedentes de minas,
procesadoras de minerales o escurrimientos de la agricultura,
donde se emplea como fungicida y herbicida.

Las hipdétesis de trabajo para esta tesis fueron tres:

1) Primeramente tratar de ofrecer una visidén de las diferentes
metodologias que se emplean para la realizacidén de bioensayos
de toxicidad y que la misma sirva como una guia didactica para
los que deseen introducirse en este campo.

2) Analizar las metodologias que actualmente se presentan en la
bibliografia y determinar entre ellas cudl es la mas adecuada
para el analisis de 1los efectos de cualquier contaminante
sobre organismos acuadticos y cudl de ellos permite la
evaluacidén estadistica de los resultados con mayor precisién.

3) Conocer si 1los efectos letales vy subletales de algunos

contaminantes, un plaguicida &érganoclorado y tres metales



sobre dos especies marinas de interés ecoldgico pesquero para

Cuba.

Las tareas trazadas para resolver estas hipdtesis son:

1)

Realizar una revisidédn bibliografica sobre las metodologias de
evaluacién de la toxicidad mediante bioensayos y agrupando las
referencias existentes, ofrecer un relato detallado de cada
metodologia para que todo aquel que desee conducir y realizar
un bioensayo lo pueda realizar.

Comparar las metodologias fundamentales para los analisis de
los resultados obtenidos mediante bioensayos de toxicidad vy
proponer la que ofrece mayores garantias para su
reproducibilidad y confiabilidad estadistica. Las metodologias
que se evaluaran comprenden el rutinario de Dbioensayos; el
probabilistico de Bliss y la modificacién de Litchfield vy
Wilcoxon al probabilistico.

Analizar el efecto letal del DDT sobre postlarvas de
langostas y el crecimiento de estos ante concentraciones
subletales. Realizar pruebas de toxicidad aguda, acumulaciédn,
respiracidén vy comportamiento de camarones ante el cromo.
Realizar experimentos de letalidad y acumulacién de cobre
sobre camarones, perdida de actividad y de equilibrio. Evaluar
los resultados de pruebas de toxicidad letal, analizando su

perdida de equilibrio y letalidad del plomo sobre camarones.
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2.0 ANTECEDENTES

2.1 BIOENSAYOS COMO EVALUACION DE LA CONTAMINACION

Para la proteccidén de la vida acudtica se necesita de cierta
informacidédn general, pero dentro de ella se requiere de la
comprensién general de las respuestas Dbioldgicas de los
organismos respecto a la toxicidad que sobre ellos provocan
determinados contaminantes o sustancias. La medicidén de esta
respuesta se lleva a cabo por medio de los bioensayos y fueron
los toxicdlogos los que primero incursionaron en estos métodos
(Sprague, 1969); desarrollando procedimientos de analisis que
muchos investigadores pasan por alto, pero que en si son los que
permiten el analisis estadistico de las respuestas. La finalidad
de todo biocensayo es establecer los limites permisibles para
diferentes sustancias o productos que se descargan a las aguas,
porque los anédlisis fisicos vy quimicos de estas no son
suficientes para comprender la toxicidad de cualguier producto,
ni para evaluar el potencial contaminador de cualquiera de ellos
sobre la Dbiota. Los resultados obtenidos de 1los bioensayos,
facilitan el establecimiento de criterios de calidad diferentes
usos del agua, y en algunos casos estos son adoptados como
normas sociales en diferentes paises.

Segun FAO (1981), citado por Reish y Oshida (1987), se entiende
por bioensayo "una prueba en, que un tejido, organismo o grupo

de organismos vivos se usan como reactivo para determinar la
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potencia de cualquier sustancia fisiolégicamente activa, cuya
actividad se desconoce".

La toxicidad de cualquier desecho puede afectarse por las
inter-reacciones entre sus componentes individuales y los
productos minerales disueltos en las aguas receptoras. Los
organismos vivos no son igualmente susceptibles y debe tenerse
en cuenta este aspecto a la hora de escoger la especie de

prueba, para cada contaminante especifico.
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2.2 OBJETIVOS DE LOS BIOENSAYOS

El objetivo de un bioensayo de toxicidad es determinar las
concentraciones a las que una sustancia, material o efluente es
capaz de provocar una respuesta medible, que normalmente es
letal, para una poblacidén sometida a condiciones controladas en
un laboratorio. El método de respuesta cuantitativa es el mejor
para el anadlisis experimental o sea, medir la supervivencia
numérica porcentual, y determinar la relacidén entre la
concentracién y el efecto. Los datos cuantitativos permiten la
evaluacién estadistica de los resultados de 1la curva de
concentracién mortalidad para cada uno de los periodos de tiempo
y expresan el error del mismo.

Los periodos de exposicidén se determinan, antes de comenzar el
bioensayo y generalmente son de 24 a 96 horas; pero algunos
materiales en este tiempo no ofrecen el valor umbral a partir
del cual no ocurre un incremento significativo de la mortalidad
y por tanto requieren de un periodo mayor de experimentacidn.
Como alternativa es bueno, que los periodos de observacidn no
sean limitados al tiempo de exposicién de los ejemplares al
contaminante, sino que se prolonguen a 5 6 10 dias mas para
incluir 1los efectos colaterales vy tratar de comprender qué
pasaria realmente en la naturaleza; si estos son capaces de
recuperares o no, después de haber estado sometidos a 1los

efectos de la contaminacidén. Para esto también podrian incluirse
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experimentos fisioldgicos que completarian el andlisis global de

un contaminante dado sobre la poblacidn estudiada.

2.3 FINALIDAD DE LOS BIOENSAYOS
Segtn la finalidad de los biocensayos, (FAO, 1981), estos pueden
subdividirse en:

1-) Clasificacidén

2-) Regulacidn

3-) Criterios de calidad del agua

4-) Vigilancia de los efluentes

5-) Vigilancia de &areas de descarga

6-) Niveles trdéficos

7-) Organolépticos

8-) Bioestimulacidn

2.3.1 Ensayos de clasificacién

Estas pruebas se realizan para obtener un indicador aproximado
de cuales son las concentraciones que aisladas o mezcladas son
peligrosas para los organismos vivos y establecer un orden de
prioridad o peligrosidad para cada residual. Sus resultados
permiten tener una idea del riesgo que se corre al descargar al
medio receptor cualquier sustancia, de forma continua o por
impacto (golpe).

Para los bicensayos de clasificacidn, se recomienda el empleo de

especies tipo que permitan comparar un rango amplio de
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residuales o contaminantes. Este tipo de prueba aungque da una
aproximacién de los efectos ecoldgicos que se derivan de la
descarga de una sustancia contaminadora; proporciona una
informacidén valiosisima para evaluar el grado de riesgo que hay

al descargar el contaminante al medio.

2.3.2 Ensayos de regulacién
Este tipo de ensayo tiene validez legal y se realiza para
comprobar si un agua residual o contaminante cumple o no con
los requisitos legales de descarga, y esta avalado por un

reglamento decreto o ley que establece los limites legales.

2.3.3 Criterios de calidad del agua
Permiten establecer los criterios de calidad del agua para la
vida o comportamiento normal de un organismo o comunidad en un
acuatorio. Con ellos se determinan las concentraciones seguras,
O que no permiten riesgo alguno a las poblaciones que habitan
en cada zona, contemplando una gran variedad de métodos de
investigacidén con muchas especies vy pueden medir tanto los
efectos letales como los subletales. Se recomienda que estos
resultados deben ser comprobados con estudios ecoldgicos, pero
se llama la atencién de que los mismos no son faciles de
realizar, puesto que en la naturaleza no hay el control que se

tiene en un laboratorio sobre las concentraciones o los factores

15



ambientales, y el trabajo «con ecosistemas <controlados o

"microcosmos" tampoco es facil de realizar o interpretar.

2.3.4 Vigilancia de los efluentes
Disefiados para vigilar si se cumplen las normas de descarga Vy
encontrar los méaximos que fortuitamente o intencionalmente son
producidos. Estos son de gran utilidad para estudiar el efecto
de mezclas complejas, como en su mayoria son los residuales
industriales. Generalmente se combinan con un sistema de alarma
gue alerta sobre cualquier violacién en la calidad de 1los
efluentes industriales. Las pruebas pueden ser directas para
determinar los efectos letales o subletales e indirectas como

aviso.

2.3.5 Vigilancia de areas de descarga
Son pruebas que permiten inspeccionar continuamente un area
donde se descargan residuales. Este se realiza con ejemplares
enjaulados y colocados con una distribucién ldégica respecto al
punto de vertimiento real. Se realiza combinado con inspecciones
ecoldgicas con las que se pueden detectar cambios a largo

plazo.

2.3.6 Proteccién de niveles tréficos superiores
La finalidad de estas pruebas es hallar las sustancias que

después de acumularse en los tejidos de un organismo, dafian a

16



otro por traspaso bioldgico, al ser devorados por su predador.
De esta forma, conociendo las sustancias que tienen propiedades
acumulativas y pasan de uno a otro, se pueden proteger las

especies que estan en peligro y en Ultima instancia al hombre.

2.3.7 Organolépticos

Son pruebas que miden la aceptabilidad de un recurso sobre el
gusto de las personas; miden el color, olor, sabor y textura
entre otros en aquellas especies que estdn en contacto con zonas
de vertimiento. Son muy importantes desde el punto de vista de
la comercializacidén, pues aungque las concentraciones no sean
dafiinas, ni para la especie contaminada, ni para el hombre, al
alterarse su calidad organoléptica esta pierde su valor

comercial.

2.3.8 Bioestimulacién
Su objetivo es determinar los ©problemas que provoca la
eutrofizacidn acelerada, por la descarga de residuales
nutrientes. Estos evaltan su poder a estimular el desarrollo vy
crecimiento explosivo de las algas. Pueden ser desarrollados

lo mismo a nivel de laboratorio que a nivel de medio receptor.
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2.4 PROCEDIMIENTOS DE BIOENSAYOS

Segun la definicidédn de bioensayo se pueden subdividir en:

P Muestra Unica
R TOXICIDAD Muestra compleja
o BIOENSAYOS Alarma

C DE —

E RESPUESTA BIOESTIMULACION

D DIRECTA COMPORTAMIENTO

I — BIOACUMULACION

M RECONOCIMIENTOS ECOLOGICOS

I L

E _

N BIOENSAYOS ORGANOLEPTICOS

T DE _| ECOLOGICOS

o RESPUESTA BIOESTIMULANTES

S INDIRECTA L

2.4.1 Bioensayos de respuesta directa
2.4.1.1 Bioensayos de toxicidad

Los biocensayos de toxicidad de respuesta directa son los que se
realizan para determinar, en un efluente de toxicidad constante
o variable, 1la concentracidén capaz de producir un patrdn de
respuesta en un tiempo determinado. Las respuestas pueden ser
la muerte, inmovilidad, pérdida de equilibrio vy actividad
natatoria irregular entre otros. El1 agua de prueba se toma
directamente del punto de descarga o de una toma a este, de
forma tal que las diluciones se reemplacen continuamente con
concentraciones del efluente andlogas a los que se descargan.

Estas tienen que permanecer inalteradas, pero la toxicidad de
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cada una de las examinadas fluctta a lo largo del ensayo,
paralelamente a las variaciones que se producen en el efluente,
respecto a su calidad. Este tipo de prueba puede clasificarse
en:

a-) Bioensayos de toxicidad con muestra unica: son aquellos
experimentos que se realizan con una muestra tipo batch, o sea,
con una sustancia quimica Unica de un agua residual compleja.
Con esta se prepara una serie de diluciones gque se examinan en
el procedimiento del bioensayo. Su objetivo es determinar la
concentracidén capaz de producir cierta respuesta en un tiempo
dado, a corto, largo o practicamente indefinido, pudiendo
prolongarse hasta el fin deseado. La respuesta indicadora de la
toxicidad puede ser la muerte o supervivencia, pérdida de
equilibrio, perturbaciones metabdlicas en la respiracidn,
osmorregulacidén, reproduccidédn, natacidn, y cambios histoldgicos
entre otros. El tiempo de duracién de un experimento con
muestra Unica no puede ser largo, porque la muestra se
descompone y no se puede garantizar que la respuesta sea
correcta. Estas pruebas pueden realizarse de forma estéatica,
flujo semicontinuo y continuo.

b-) Bioensayos de toxicidad con muestra compleja: son aquellos
gque se realizan con residuales que pueden variar a lo largo de
su ejecucidén y se realizan de forma semicontinua o continua,
por lo que es imposible no considerar las variaciones propias

del proceso industrial o productivo. Este tipo de prueba es
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buena pues facilitan que los residuos metabdlicos se eliminen
con el flujo de agua, ademéds, se garantiza la concentracidén a
investigar.

c-) Biocensayos de alarma téxica de los efluentes: estos
bioensayos se realizan en el propio lugar, o punto generador de
residuales y se determina si las aguas receptoras de efluentes u
otros contaminantes dan una respuesta que puede cuantificarse,
aungque generalmente la medicidén que se efectlla es la ocurrencia
0 no de muerte en los organismos de prueba. Estos se colocan en
jaulas, recipientes o peceras (Fig. 1), a las que se le bombea
el agua contaminada. Generalmente para su realizacidén, se disefla
una red de estaciones donde a cada una de ellas se le asigna una
jaula con cierto numero de ejemplares dentro; es necesario que a
cada estacidén se le mida la concentracidén o concentraciones de
sustancias téxicas presentes, para de esta forma correlacionar
las respuestas de toxicidad gque presentan los organismos a cada
concentracién en el medio ambiente o a diferentes distancias del

punto de vertimiento.

2.4.1.2 Bioensayos de bioestimulacién
Generalmente estos biocensayos se realizan con microalgas y son
semejantes a los anteriores en cuanto a la metodologia general
de disefio con muestra Unica; pero la finalidad es diferente,
pues ellos se realizan para medir la posibilidad de algunos

tipos de aguas residuales o sustancias para estimular el
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crecimiento en numero de las algas. Las aguas residuales
cargadas de nutrientes son las gue producen un efecto més
marcado de este fendmeno gue generalmente se conoce Ccomo
eutrofizacidén, pero también se realizan con sustancias tdéxicas
que lo que provocan es la inhibicién de la estimulacidn; aungue
el efecto més empleado es la medicién de la proliferacidn
excesiva de las algas, (Gray et al; 1991), que tiene
consecuencias adversas en los usos que el hombre puede realizar
de los acuatorios.

Los patrones de crecimiento en numero se comparan y se estiman
las concentraciones perniciosas, conociéndose que una explosidén
violenta en la biomasa de las algas, en horas de la noche,
pueden provocar la anoxia en dichas aguas y matar a los otros

organismos que se encuentran en ellas por falta de oxigeno.

2.4.1.3 Bioensayos de comportamiento
Estos sirven para medir, en condiciones de laboratorio, 1las
reacciones de rechazo o aceptacidédn de un organismo de prueba a
diferentes residuales o sustancias presumiblemente tbéxicas. Al
ejemplar de prueba, que por supuesto, tiene que ser un
organismo que se pueda mover como peces O crustéceos, pues los
fijos no pueden utilizarse en este tipo de biocensayo, se les da
la posibilidad de elegir entre el agua limpia o la contaminada,
en un recipiente que generalmente toma el nombre de "fluviario"

(Hoglund, 1953). En este tipo de prueba se observa el
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comportamiento de atracciédn o rechazo, y generalmente todas las
especies responden a cada uno de estos aspectos, permitiendo
conocer un estimado de la poblacién gque puede perecer por
contacto directo o a la que le puedan presentar efectos
perniciosos por permanencia continuada en zonas de
concentraciones subletales, pero que a la larga inciden sobre la
supervivencia y desarrollo de la especie. También se conoceria
la proporcidén de la poblacidédn que por rechazo abandonaria la
zona de contacto, que aunque no mueren inciden en la actividad
pesquera, pues hay que incrementar el esfuerzo para poder
realizar su captura, en el caso de recursos de importancia
comercial.
Para las especies méviles, el escape puede ser en algunos casos
la respuesta subletal clave. Pero también de cierta manera es
dificil predecir 1lo que en verdad ocurrird en el medio
receptor, porgue en algunos casos los ejemplares pueden escapar
y en otras no, y en otros por problemas de mezcla, difusidén o
corrientes se pueden producir cambios de gradiente brusco y la
respuesta no es igual a la lograda a nivel de laboratorio. Este
aspecto se incluye en una clase diferente de Dbioensayos de
toxicidad directa, porque la respuesta puede o no estar asociada
directamente con la toxicidad del contaminante, ya que entran a
jugar otros factores de relaciones ecoldégicas o geograficas que

pueden influir en el patrdn de respuesta.
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2.4.1.4 Bioensayos de acumulacién tréfica o bioacumulacién
Estos bioensayos son necesarios para evaluar las sustancias que
se acumulan en los organismos vivos. Cuando las concentraciones
alcanzan valores altos pueden causar la muerte de 1los
ejemplares, o bien el ejemplar va acumulando poco a poco dicho
contaminante y puede transmitirlo al hombre cuando se alimente
de ellos o actuar fisioldégicamente sobre sus predadores. En
este caso, el nuevo predador puede llegar a acumular
concentraciones altas que a su vez seradn tomadas por el predador
del nivel trdéfico superior, recomenddndose que los patrones de
respuesta no sélo sean relacionados con las concentraciones en
el agua, sino también con las del tejido animal. Esto es
importante, porque después de conocido este traspaso, es méas
facil wvigilar las concentraciones en un organismo dado que
vigilarlos en el medio ambiente. Los metales pesados y 1los
plaguicidas son buenos ejemplos de contaminantes acumulativos
que se pueden transmitir por medio del paso de un nivel tréfico
a otro. Estos bioensayos pueden realizarse en el propio medio o

a escala de laboratorio.

2.4.1.5 Reconocimientos ecolégicos
Estos estudios dan generalmente una clara evaluacidén de lo que
ocurre en la naturaleza y es el uUltimo procedimiento que debe
realizarse para poder evaluar en conjunto todos los resultados

obtenidos, permitiendo vigilar 1la eficacia del <control o
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tratamiento que se le aplique a las aguas residuales. Como las
comunidades naturales son vigilantes constantes del grado de
contaminacidén, generalmente este tipo de evaluacidén es més
concluyente que el de reconocimiento quimico, pero en si todos
los procedimientos 1o que hacen es completarse, porgque uno
complementa al otro, permitiendo realizar correlaciones de 1los
efectos con las concentraciones halladas en puntos especificos.
Especial importancia se presenta cuando la evaluacién es a
zonas donde los contaminantes no proceden de una misma fuente,
sino que existen méds de uno actuando en conjunto. Agquili se
requiere de un andlisis detallado de la comunidad epibenténica
y bentdnica, referente al numero de especies, cantidad de
ejemplares por especie, diversidad, comportamiento de una
comunidad respecto a otra gque habita en zonas alejadas o fuera
del efecto del contaminante. Es muy importante establecer que
un contaminante dado, puede causar un cambio en la composicidn
de la comunidad o diversidad de especies, pero el cambio puede
qgue no afecte la densidad de la poblacidédn. Un cambio definido o
inesperado en la comunidad, puede ser sintoma de un factor de
deterioro que actua sobre ella, y Justifica la planificacidén de
una investigacién més detallada de 1la posible 1llegada de
sustancias contaminadoras. A nivel experimental, la evaluacidn
global de los efectos de los contaminantes se puede llevar a
cabo por medio de ecosistemas artificiales pequefios

(microcosmos) o estudiando ecosistemas naturales reducidos, que
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constituyen métodos utiles de Dbioevaluacidén, pero complejos y
prolongados respecto al tiempo, por lo que cualquier problema
que se presente en ellos puede provocar la pérdida de todo el

experimento.

2.4.2 Bioensayos de respuesta indirecta
2.4.2.1 Bioensayos organolépticos

El contaminante qgue entra en contacto con una especie u
organismo dado, puede presentarse en concentraciones no
letales, sin embargo, producir alteraciones en las
caracteristicas de las especies, disminuyendo el valor
econémico del recurso.

Esto sucede asi porque algunas sustancias pueden producir
olores, sabores o coloraciones desagradables en los ejemplares
objeto de pesca, como peces, crustdceos y moluscos, que aunque
no los mate, producen pérdidas econdmicas a la pesqueria, al no
poder comercializarse los mismos.

Esta evaluacidén se realiza por medio de paneles organolépticos,
los cuales acttan como organismos del Dbiocensayo. La evaluacién
es compleja y dificil, y no debe realizarse nunca por personal
no entrenado, porque 1los resultados no serian comparables vy

carecerian de significacién.
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2.4.2.2 Reconocimiento ecolégico
Los principios generales que se presentaron en los bioensayos de
reconocimiento ecoldgico como respuesta directa son los mismos
gue se aplican aqui. Entre los efectos indirectos que se deben
medir estdn los que provocan los sdélidos en suspensién vy
sedimentables o los de aquellos efluentes carentes de oxigeno
que no tienen efecto tdéxico directo sobre 1los organismos
acuaticos pero si actian indirectamente. Los sdélidos al
sedimentarse, cubren el sustrato afectando el hébitat, o al
crearse condiciones andxicas en el agua, el medio se torna
impropio para algunos representantes del ecosistema; en algunos
casos son las especies valiosas, bien desde el punto de vista
ecoldégico o comercial las gque disminuyen por la existencia de un
hadbitat inadecuado o por falta de nutrientes, en otros casos los
cambios no provocan pérdidas en la produccidén, aunque si en la

estructura de la poblacidn.

2.4.2.3 Bioensayos de bioestimulacién

Los nutrientes adicionados al medio receptor, fundamentalmente
por medio de un efluente, pueden provocar efectos adicionales
como la produccién de sustancias téxicas a partir de los
crecimientos explosivos de la biomasa algal, conocidos como
"marea roja" o la desoxigenacidédn que producen al consumir el
oxigeno del agua en horas de oscuridad. E1 procedimiento en si,

es el mismo del empleado para los biocensayos de respuesta
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directa, pero se necesita casi siempre de wuna vigilancia
secundaria para probar la toxicidad sobre la flora y fauna que
conviven asociadas con ellos o para el hombre, el receptor final

de sus propios desechos.

2.5 TIPOS DE PROCEDIMIENTOS DE BIOENSAYO SEGUN SU FINALIDAD
Para definir el procedimiento de ensayo que se emplearé,
primeramente hay que establecer su finalidad, pues segun este
criterio variard la metodologia que se debe utilizar.
Estos procedimientos son:

1-) Biocensayo de tanteo o barrido

2-) Bioensayos para establecer criterios de calidad

3-) Bioensayos para vigilancia de efluentes

4-) Bioensayos legales

5-) Bioensayos de vigilancia de rios

2.5.1 Bioensayo de tanteo o barrido
Si no se conoce previamente la toxicidad de la sustancia a
investigar, es conveniente realizar un bioensayo de tanteo que
permita determinar las concentraciones del material que se
empleardn en el ensayo definitivo.
Esta prueba se realiza para determinar el rango probable de
concentraciones necesarias para dar un barrido a los tiempos de

supervivencia sobre la escala requerida de tiempo.
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Este es un procedimiento inicial simple donde se utilizan grupos
de cinco ejemplares en serie que contemplan de tres a cinco
concentraciones de la sustancia o ©residual a investigar,
espaciadas ampliamente y realizadas con un control estricto.

El objetivo de esta prueba es tener un aproximado de la
concentracidén de una sustancia que presumiblemente es dafiina.
Los resultados representan sélo un aproximado de las
implicaciones ecoldgicas que se producirian al aparecer esta
sustancia en el ambiente y no pueden ser usadas como una guia
segura del riesgo que estas presentan.

Las concentraciones a 1investigar se desarrollan segUin una
progresibén logaritmica, que pueden ser 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 y 8,0
6 cualguier multiplo de ellos y las unidades dependeran del
producto estudiado.

Las concentraciones deben ser arregladas de forma tal, que la
mortalidad total ocurra dentro del primer dia de observaciones
en la concentracidén mas alta empleada y que a la concentracidn
mas baja no ocurra ninguna mortalidad.

Una vez establecido el rango principal, se disefia una prueba
con el objetivo de estrechar el rango de observaciones,
aumentando el numero de concentraciones, pero con diferencias
menores entre ellas, utilizando siempre el método de
concentraciones logaritmicas progresivas recomendado por APHA
(1985). El1 tiempo de observacidédn deberd ser de 3; 6; 12; 24; 48;

72; 96 y 120 horas, aunque podria prolongarse segun 1los
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requerimientos especificos de cada bioensayo. En toda esta serie
debe determinarse la LC50 o concentracidén letal para el 50% de

los ejemplares a las 48 y 96 horas como minimo.

2.5.2 Bioensayos para establecer criterios de calidad
Si en un &rea dada, producto de un muestreo, se encuentra un
contaminante potencial en concentraciones mayores a 10™* veces
el wvalor de la LC50 para 1las 48 & 96 horas, determinados
mediante pruebas de barrido, se hace completamente necesario
realizar un bioensayo con mayor grado de precisidn y este es el
que se aplicard como valido para establecer los criterios de
descarga.
Esta prueba se realiza en diferentes laboratorios, a solicitud
de consultas para determinar a qué concentracidén se puede
permitir una descarga de un contaminante dado en un residual
especifico, asi como para conocer hasta qué nivel de
concentracidén se puede permitir en un acuatorio.
Este Dbiocensayo puede realizarse mediante  pruebas que
determinen:

a-) toxicidad letal

b-) toxicidad subletal
Dentro de las pruebas de toxicidad letal estdn aquellas que se
utilizan para definir la concentracidén a la cual un material de
ensayo puede provocar determinado patrdén de respuesta letal en

una poblacidén experimental vy se extrapola a una natural.
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También se emplean para estimar la toxicidad combinada de dos o
mas sustancias y examinar los efectos de factores modificadores
de la toxicidad y el examen de efectos secundarios. En lineas
generales estos pueden ser estaticos, interactivos, de flujo
continuo vy dependiente o independiente del tiempo.

Los de efectos subletales son aquellos que generalmente se
realizan en periodos de tiempo prolongados y miden respuestas
fisioldégicas como metabolismo, osmorregulacidn, crecimiento,
posibilidad de tomar el alimento, aceptacidén o rechazo del
contaminante, reproduccién y actividad entre otros vy se
realizan con concentraciones dque no provocan mortalidad en

periodos de hasta 96 horas.

2.5.3 Bioensayos para vigilancia de efluentes
Estos son 1los procedimientos que se realizan colocando varios
ejemplares en peceras o estanques por donde pasa el efluente
final de wuna industria o instalacién dada y se mide la
supervivencia de los ejemplares ante estas condiciones.
En si es un biocensayo que realiza un trabajo de wvigilar los
residuales qgue se descargan y permite avisar cuando no se
cumplen las normas, facilitando tomar las medidas necesarias de
inmediato.
Existen dos formas de llevarlo a cabo:
a-) haciendo pasar por peceras el agua residual cruda de 1la

instalacidén o por diluciones que se preparan con agua limpia.
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Esto puede ser Util para conocer hasta cuédnto debe ser
purificado un residual para no contaminar.

b- tomando muestras del agua residual de 1la instalacidén vy
preparando series de diluciones a las cuales se someten los
ejemplares de prueba. Esta forma tiene la desventaja gque no se
utiliza el residual fresco, pero como una alternativa es posible

su utilizaciédn.

2.5.4 Bioensayos legales
Todos los efluentes descargados al medio, deben ser objetos de
andlisis respecto a la calidad y cantidad segun las normas de
descarga por una autoridad reguladora para prevenir la
contaminacién. Estos analisis deben comprender estudios fisico
guimicos y biocensayos.
Generalmente se realizan para conocer si:
a-) Una instalacidén cumple con las normas de vertimiento.
b-) Los residuales de una instalacién dada son los responsables
de la mortalidad ocurrida en un lugar dado.
Estas ©pruebas esencialmente se realizan con los métodos
estaticos, aunque pueden realizarse dindmicamente y  con
especies comerciales.
Los bioensayos legales permiten resolver la cuestidén de quién
es el responsable de una mortalidad ocurrida en cierto lugar o
si el residual descargado no producird dafios a los recursos

econ6tmicos del lugar. Este es un procedimiento empirico y no
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debe realizarse para los estudios normales de toxicidad, ya que

los otros se realizan con mayor precisién.

2.5.5 Bioensayos de vigilancia de rios

El objetivo de esta prueba es establecer una vigilancia continua
de la calidad de un rio que segln sea su estado puede influir en
poblaciones naturales que habitan en él y pueden determinar
sobre el comportamiento de un recurso.

B4dsicamente esta ©prueba se realiza colocando Jjaulas con
ejemplares vivos en diferentes puntos del rio, en sus porciones
dulceacuicolas y estuarinas, asi como fuera de este en la
regién costera, y de esta forma se comprenderd mejor el efecto
de las descargas que llegan al rio y afectan a la =zona
integralmente.

También puede realizarse, bombeando el agua del rio hacia un
laboratorio de campo, donde se realizan las pruebas con el agua
entera o diluida. Las dos formas son Dbuenas, pero se
complementan pues las Jjaulas colocadas en su medio natural sdélo
indican si sobreviven o no los ejemplares y como la dispersidn
de la sustancia contaminante afecta la supervivencia, pero no
contemplan la medicién de las concentraciones o los factores
ambientales, sin embargo, con el agua bombeada se pueden
establecer mejores controles sobre los cambios gue ocurren en

el agua.
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2.6 SELECCION Y MANIPULACION DE LOS ORGANISMOS DE ENSAYO

Desde los primeros trabajos experimentales en estudios
toxicoldbgicos, se conocidé de una gran variabilidad en 1los
patrones de respuesta tales como anomalias en las tasas de
mortalidad aun en experiencias de control, por lo que un factor
importantisimo para la realizaciédn de un bicensayo es que los
animales experimentales estén en un estado fisioldgicamente
normal, en algunos casos dificil de lograr, pero como premisa
hay que tratar de alcanzar esta meta. Esto puede darse si se
siguen ciertas reglas en la colecta de los ejemplares, ya que
siempre no se dispone de organismos de cultivo, que al proceder
de una misma poblacidén poseen un estado fisioldgico estandar
con relacién al grupo.

Segun Larsstuvold (1975), existen procedimientos comunes para
la manipulacidén, seleccidédn y aclimatacidén de los organismos de
prueba; llegadndose a un acuerdo general de que los ejemplares
malamente aclimatados y de un comportamiento inusual no deben
emplearse para los bioensayos.

Para iniciar las biopruebas, la eleccidén de los animales es una
cuestidn importante; un criterio estable debe estar de acuerdo a
las necesidades y propdsitos esperados. Swedmark (1974) propone
para un bioensayo que:

a-) se representen los diferentes grupos taxondmicos, con modo
de vida y actividad desigual, asi como patrones de alimentacidn

y locomocidén conocidos
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b-) se incluyan especies de importancia comercial
c-) se incluyan especies de diferentes niveles tréficos
d-) que sus funciones bioldégicas estén conocidas y sean faciles

de definir y observar

2.6.1 Manipulacién de los animales de prueba
2.6.1.1 Colecciébén y transporte

La manipulacidén durante la coleccidén y el transporte de los
ejemplares debe ser «cuidadosa y esta es esencial para el
mantenimiento de una supervivencia alta. Los ©procesos de
captura, especialmente con arrastres, perturban el patrdn
fisioldgico de respuesta, incrementando la mortalidad por dafios
al sistema nervioso.

La captura provoca un estimulo gque generalmente induce el
canibalismo y la muda repetitiva de los crustaceos. La captura
debe realizarse con cuidado, si se qguiere lograr una respuesta
estable y evitar asi las implicaciones del “stress” fisioldgico

que provoca.

2.6.1.2 Aclimatacién
Uno de los cambios mas severos que los animales pueden encontrar
es el que sufren al ser aclimatados a las condiciones de
laboratorio. La transferencia de estos del medio de transporte
al agua del laboratorio debe realizarse tratando de controlar

la temperatura y la salinidad del medio. Segun Perkins (1972),
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si la temperatura en el laboratorio no es controlada 1los
animales deben ser mantenidos y aclimatados no menos de dos
semanas antes de iniciar los experimentos.

Como premisa fundamental es gue para una serie experimental,
todos los ejemplares tienen que proceder de la misma captura,
tratando que pertenezcan a una misma poblacidn y presenten un

mismo estado fisioldgico.

2.6.2 Seleccidén de los animales de prueba
Los animales de ©prueba deben ser seleccionados, lo mas
uniformemente posible, preferiblemente deben contemplar a
representantes de etapas juveniles y en una fase de crecimiento
activa. La razdén de preferir ejemplares pequefios o juveniles, es
que son mas susceptibles de ser contaminados, ademés de ser
mas vulnerables a los efectos de intoxicacidén y que por tener
su hébitat cercano a las costas, son los primeros en percibir
los efectos del deterioro ambiental.
La seleccidén de los ejemplares (Sprague, 1969) al momento de
ser ubicados en los tanques o peceras de prueba debe ser
aleatoria y el procedimiento a seguir es no colocarlos todos a

la vez en un mismo recipiente, sino uno a uno.
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2.6.3 Requerimientos fisiolégicos y de prueba
Lo deseable para cualgquier experimento es que exista la mayor
uniformidad posible para las condiciones fisioldgicas en
cualquier grupo de animales de prueba. Factores como talla,
crecimiento o estadio de desarrollo, pueden ser facilmente
definidos para los ejemplares experimentales, por 1lo gque estos
deben ser incluidos.
Los requerimientos para los organismos de agua dulce vy los
marinos, son diferentes, y tienen que considerarse al momento
de prepararse las condiciones para llevar a cabo un bioensayo;
por estos motivos un grupo de ejemplares recién capturados no
pueden descargarse en un estanque de aclimatacidén sin conocerse
las condiciones de vida de estos; hay que considerar si poseen
hadbitos diurnos o© nocturnos para simular 1los periodos de
iluminacidén, lo mas cercano a las condiciones de cada especie
de prueba.
Para evitar problemas que dificulten la interpretacidédn de los
resultados, una temperatura de prueba, debe ser escogida donde
la estructura del agua sea estable y los ejemplares mantengan
una tasa respiratoria estdndar. El rango de temperatura, no
debe variar + 5 °C del valor medio.
Los ejemplares deben mantenerse con una adecuada concentracidn
de oxigeno, cuyos valores no desciendan mas alld de 4,0 mg/l 6
del 70% de saturacidén. En el caso de que el bioensayo sea de

tipo continuo, la aireacidédn puede no emplearse, para evitar la
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volatilizacidén del contaminante hacia la atmésfera. Esto podria
resolverse aireando el agua de dilucidn antes de su mezclado con
el contaminante.

Otra cuestidén a tomar en cuenta y de gran importancia es el
volumen de agua que deben contener los recipientes de ensayo.
Una regla que el APHA (1985) recomienda como guia basica es que
en experimentos estaticos, al menos deben emplearse 2 litros de
agua por cada gramo de pez por dia; pero este volumen en algunos
casos es excesivo y si se tienen 10 ejemplares en una prueba de
5 g cada uno, se necesitan 100 litros al dia para estos, y desde
luego, esto es practicamente imposible de lograr en un
experimento estatico, no asi en uno con recambio de agua gue
permite disminuir los volumenes de los recipientes. Por estos
motivos, Sprague (1969) habia establecido que el volumen de
agua debe ser tomado en cuenta segun la tasa respiratoria de
los ejemplares de Dbioensayo, evitando el hacinamiento de 1los
ejemplares que romperia con los patrones de respuesta estandar

de cada especie.
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2.7 METODOLOGIAS PARA LA EVALUACION DE LA TOXICIDAD.

La determinacidén de la toxicidad de un contaminante ofrece un
rango de respuesta amplio, no obstante, es posible evaluar la
homogeneidad de la poblacién que se somete a prueba vy
establecer un valor preciso de la concentracién letal y sus
limites de confiabilidad. Respecto al tiempo, de respuesta de un
animal sometido a un contaminante, Marchetti (1960) propuso la
denominacién:

a-) agua letal o téxica muy elevada: la que provoca la muerte
en un tiempo medio inferior a 5 minutos en las condiciones
normales de experimentacidn.

b-) agua tdéxica elevada: la que provoca la muerte dentro de las

primeras 6 horas.

c-) agua téxica media: es la que induce la muerte entre las 6 y
12 horas.
d-) agua de baja toxicidad: la que provoca la muerte dentro de
24 horas.
e-) agua de toxicidad baja extrema: la que provoca la muerte

entre las 24 horas y 7 dias.

f-) agua no téxica, pero inaceptable: cuando se obtiene una
supervivencia a los 7 dias, pero las condiciones del organismo
al cabo de este tiempo es inaceptable.

g-) agua inocua: cuando los animales no manifiestan ninguna sefia

de incomodidad durante la prueba.
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Igualmente Daughenty (1951) y Liebman (1960) clasifican a un
compuesto con:

a-) elevadisima toxicidad: cuando permanece activo hasta 1 ppm.
b-) alta toxicidad: cuando permanece activo entre 1 y 10 ppm.

c-) baja toxicidad: permanece activo entre 10 y 100 ppm.

d-) escasa toxicidad: esta activo entre 100 y 1 000 ppm.

e-) atodxico: la actividad ocurre por encima de 1 000 ppm.
Respecto a la concentracidén, Jones (1938) en Dbiocensayos con
periodos de observacidén hasta de 20 dias, definidé como

concentracién limite letal, a aquella en la cual el tiempo

medio de supervivencia para los ejemplares de ensayo tratados
con el contaminante es igual al de los animales tomados como
control. Actualmente EIFAC (1975) lo define como aquella

concentracidén umbral qgue produce la muerte de los animales de

prueba, o sea que por debajo de esta no se produce mortalidad
alguna.

También EIFAC (1975) define como concentraciédn de seguridad

aqgquella a la cual una sustancia quimica es inocua a la mayor
parte de la poblacidén altn en periodos prolongados. E1 APHA
(1992) presenta dos definiciones nuevas y son la concentracidn
donde no se observan efectos estadisticamente significativos
(NOEC) y que es practicamente la antiguamente denominada como
concentracién de seguridad y la concentracidén menor (LOEC) a la

cudl no hay diferencias con el control.
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Los elementos <con los cuales se expresa el fendbmeno de
intoxicacidén son: la concentracidén de la sustancia téxica (C),
el tiempo que demora el organismo de ensayo en reaccionar a
dicha concentracién (T) vy la cantidad de ejemplares qgue
sobrevive por un periodo determinado o por una concentracién
dada. La concentracidén C, representa la cantidad de materia o
sustancia contaminadora agregada al agua de ensayo o© medio
receptor, expresada generalmente en forma volumétrica o de peso
(ml/1 o mg/l). No se debe confundir dosis con concentracién; la
primera es cuando una cantidad dada de sustancia contaminante o
de prueba es introducida en el animal Dbien por wvia oral o
inyectada; y concentracidén es la gque presenta el agua a la cual
es sometido el organismo, por lo que para los bioensayos con
animales acuaticos sdélo debe emplearse el término concentracidn
porque es la gque en realidad se presentard en el medio e
influird sobre la biota. Cuando un ejemplar entra en contacto
con un contaminante, la primera reaccién del organismo
generalmente es la de bloquear o cerrar el medio interior para
impedir su penetracidén, pero como existe un dafio a nivel
celular, los mecanismos homeostdticos se Dbloquean vy el
contaminante continuta penetrando a mayor velocidad. Por tanto
existird una fase inicial de evolucidn proporcional al tiempo y
una fase contraria, en que la velocidad de penetracidn serd méas
gque proporcional. En esas condiciones es imposible aplicar el

término concentracidn letal minima.
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El tiempo de reaccidén (T), considerado como una medida de la
toxicidad, es aquel en que los diferentes organismos de una
poblacidén presentan un comportamiento de rechazo cuando son
introducidos en una solucidén tdéxica. Cada especie tiene un
patrén de respuesta diferente en consecuencia con las
condiciones ambientales. El tiempo de reaccidn, a diferencia de
la concentracién, presenta mayores dificultades para su
determinacidén, vya que es préacticamente imposible deducir cual
es el momento en que el fendmeno de envenenamiento puede
tomarse como que ha finalizado.

Muchos autores segln Marchetti (1960), estiman que la aparicidn
de la primera seflal de incomodidad o de su persistencia es una
sefial més Util. Este estado de excitacién y de viraje ha sido
denominado como "overturning". Powers (1917) por el contrario
habia estimado que la muerte efectiva representa un criterio més
exacto. Solamente un efecto de excitacidén podria afectar el
comportamiento de escape ante un predador, por lo que sbélo este
caso indica que realmente los sintomas que alteran el
comportamiento normal de 1los ejemplares son muy importantes vy
deben contemplarse en cualquier estudio de bioensayos.

Tarzwell vy Henderson (1957), pudieron probar (Fig. 2), en
experimentos con Dieldrin, gque para una sustancia toéxica, la
concentracién influia sobre el momento de aparicidén de diversos
fenébmenos, dado que para las concentraciones mayores, 1os

fendémenos eran bastante prdéximos o coincidian, mientras que a
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través de los valores iniciales estas se diferenciaban
completamente.

El tiempo de reaccién o de duracidn de la resistencia, puede
ser expresado en minutos o multiplos de ellos, en sus logaritmos
o reciprocos. El uso de los reciprocos del tiempo (1/T) esté
difundido, porque el numerador puede multiplicarse por 10; 100;
1 000 6 mas, normalizando la unidad.

Cuando una poblacidén de individuos es sometida a una sustancia
téxica y en cada ejemplar que reacciona se valora el tiempo en
que se produce un efecto, puede decirse que las diferencias
observadas entre los diferentes individuos dan una medida
indirecta de la susceptibilidad individual a dicha sustancia.
Segin la cantidad de animales que reaccionan a diferentes

concentraciones de wun contaminante, se pueden valorar tres

posibilidades:

a-) Una curva de toxicidad, relacionando la concentracidén contra
el tiempo de reaccidédn o muerte. (Fig. 3)

b-) Una curva de contacto-porcentaje de mortalidad, donde se

relaciona el tiempo de muerte o manifestaciédn de efecto y su
respuesta porcentual. (Fig. 4)

c-) Una curva de concentracibén-respuesta porcentual, donde se
relaciona la concentracidédn del contaminante con la respuesta
porcentual en un tiempo Unico dado. (Fig. 5)

En el caso de los crustdceos el fendmeno de intoxicacidn provoca

reacciones que se pueden diferenciar en varias etapas:
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a-) Fase I o de Intranquilidad: Las especies presentan saltos
bruscos, van a la superficie y bajan repentinamente, aparecen
movimientos erréaticos.

b-) Fase II o de Tranquilidad aparente: Los ejemplares
recuperan la tranquilidad, pero momentdneamente incrementan la
actividad, llegando a manifestar movimientos circulares vy
errdticos con periodos de calma.

c-) Fase III o de Irritabilidad: Los ejemplares se vuelven
irritables, ante cualquier estimulo reaccionan dando saltos,
pero caen al fondo en una actitud paralitica que mantienen por
cierto periodo, posteriormente se recuperan y vuelven a reiterar
estos movimientos. La repeticidén de estos tiende a hacerse mas
cercana en el tiempo.

d-) Fase IV o de Pérdida de equilibrio: Se observan ejemplares
gue asumen una posicidén dorsal o ventral, algunos con las patas
para arriba, produciéndose paralisis parcial. Los movimientos
se tornan lentos y se produce cierto achantamiento del cuerpo al
fondo con las patas estiradas. Comienzan los sintomas de agonia.
e-) Fase V o de Muerte: En algunos casos después de un periodo
sin equilibrio y de reposo total, se incrementa la actividad y
se producen saltos erraticos para caer al fondo en cualquier
posicidén, <cesan los movimientos respiratorios, permaneciendo

asi, hasta su muerte.
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2.8 CURVA DE TOXICIDAD

La relacidén entre la concentraciédn de una sustancia contaminante
y el tiempo de reaccidén de los ejemplares a ella, puede
expresarse segun una linea tebdrica constante que responde a la

ecuacioéon:

Donde:

K = constante de la hipérbola equiladtera que
describe la susceptibilidad de la especie

C = concentracién de la sustancia estudiada

T = tiempo de reaccidén ante la sustancia por los

ejemplares
Esta ecuacidén puede ser interpretada como si en un fendmeno
determinado, dos variantes diferentes son inversamente
proporcionales entre si, la expresién grafica del fendmeno
responde al trazo de una hipérbola equilédtera, la cual es
asintética a los ejes de las ordenadas y las abscisas. Esta
expresién es wvalida, cuando la rapidez de acumulacidén del
contaminante es proporcional a su concentracién en el ambiente.
Si el contaminante estd libremente diseminado en el organismo, vy
el tiempo de reaccidén del organismo a la sustancia téxica es
suficientemente prolongado para garantizar el equilibrio de esta
difusidén, la actividad 1limite del contaminante en el medio

externo corresponde a la alcanzada en el interior del organismo.
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Contrariamente, por parte del ejemplar existe la posibilidad de
resistir en una primera etapa, reaccionar posteriormente vy
eliminar el téxico en una segunda etapa de rechazo en forma no
muy proporcional a la concentracidén del mismo, ya que el dafio
percibido en 1la primera etapa facilita una penetracidédn més

rapida de este. Luego la ecuacidén quedaria representada como:

=}
Il

representa la suma de las reacciones de desintoxicacién
y de dafio progresivo del ejemplar

C = concentracidén del contaminante
T = tiempo de reaccidén por parte de los ejemplares frente
al contaminante
Si se relaciona el logaritmo del LT50 o periodo medio de
letalidad contra el logaritmo de la concentracidn, se encuentra
una relacidén lineal completa y la ecuacidédn resultaria:
log T =K - log C

Donde K y N toman valores especificos para cada contaminante

segln la especie estudiada.
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3.0 MATERIALES Y METODOS.

3.1 GENERALIDADES

Los postlarvales de langosta Panulirus argus (Latreille, 1804),
utilizados en el trabajo experimental con DDT fueron colectados
en Cayo Guayo (plataforma sur oriental de Cuba) y transportados
al laboratorio por carretera durante un periodo de 6-8 horas, en
recipientes plésticos, con 60 litros de agua de mar, a razdédn de
1 ejemplar por litro de agua. Durante el ©periodo de
transportaciédn se mantuvo la concentracidén de oxigeno del agua
por encima de 5.0 mg/l con ayuda de un aereador de bateria. En
el laboratorio los ejemplares se aclimataron y observaron por 4
dias como minimo antes de iniciar los bioensayos. Durante este

periodo los postlarvales, (exceptuando los del estadio 1I),

fueron alimentados con fragmentos de 8-27 mm de carne de

moluscos (quitones o calamares), hasta el dia anterior a
iniciarse los experimentos de toxicidad aguda. Las biopruebas se
comenzaron siempre que la mortalidad fuera menor al 10 %.

El agua empleada como diluente o de control fue bombeada desde
un punto a unos 80 metros de la costa, en la regidén noroeste de
la Ciudad de 1la Habana. Las soluciones experimentales se
prepararon, segun Reish (1986), a partir de una solucidén madre
de DDT (Dicloro Difenil Tricloretano) a razén de 1.0 g del
producto puro diluido en 100 ml de acetona (P.A); 1 ml de esta

solucidén contiene 10 mg de DDT.
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Los paradmetros fisico qguimicos determinados al agua fueron:
oxigeno, temperatura, pH y salinidad. Los valores medios para
cada bioensayo se presentan en la tabla 1.

El oxigeno fue determinado seguin el método de Winkler al nitruro
(APHA, 1985); 1la temperatura con un termémetro de inmersidn
graduado en décimas de grados Celsius, el pH en un equipo
eléctrico de 0.5 unidades de precisién y la salinidad por el
método argentométrico que propone la FAO (1975).

Para los ensayos de toxicidad con DDT se emplearon recipientes
de 20 litros a razdén de 10 ejemplares en cada uno, y para las de
crecimiento, frascos de 2 litros con una postlarva. La tabla 2
presenta un resumen de la morfometria de los animales empleados
donde el largo representa la longitud desde 1la Dbase de las
anténulas hasta el final del telson.

El procedimiento experimental para escoger las concentraciones
de prueba fueron escogidas segin la serie logaritmica que
recomienda el APHA (1985), con recambio del agua cada 48 horas.
Para cada concentracidn experimental se utilizaron 10 ejemplares
distribuidos aleatoriamente. Un animal se considerdé muerto
cuando entrdé en la fase V del fendmeno de intoxicacidédn que se
evidencia al observarse el cese de todos los movimientos
respiratorios o la inmovilidad general. Al observarse esto, los
cuerpos se retiran para evitar la descomposicidén del agua.

Para 1las pruebas de toxicidad aguda se empled la aireacidn

controlada a razén de 2-3 litros de aire por minuto.
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El célculo de las concentraciones letales se efectudé por 1los
métodos gréaficos (aritmético y semi-logaritmico) del APHA
(1985), vy por el de 1los Probits de Bliss (1941) segin un
programa computacional, el MSTAT de la Universidad de Michigan.
Los limites de confianza y los niveles de toxicidad para los
probits 84 y 16 se calcularon utilizando el paquete de programas
"Probits" elaborado en Turbo Pascal (Sudrez et al, 1994).
Para la evaluacidén de concentraciones subletales se estudid el
efecto de una concentracidén inferior a la presumiblemente no
dafiina sobre el crecimiento de los ejemplares.
Conociéndose que el crecimiento en largo para los crustédceos no
es un proceso continuo, sino que ocurre con la muda de los
ejemplares, se empled el método grafico de Hiatt (1948)
utilizado por Kurata (1962) para estudiar el incremento en talla
producto de la muda. Este procedimiento wutiliza 1la relacidn
entre el largo de la exuvia nueva (Ln+l) contra la anterior (Ln)
como variable independiente y la expresidén que representa la
linea recta es:

(Ln+l) - Ln = a [(ILn - (Ln-1)]
En esta ecuacidén la pendiente o constante "a" denota la tasa a
la cual la talla se incrementa a mudas sucesivas y recibe el
nombre de coeficiente de crecimiento.
Para los experimentos con cromo se utilizaron camarones
acanalados Penaeus notialis (Pérez Farfante, 1967). Esta

especie que fue escogida por su relativa abundancia en las aguas
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de nuestra plataforma, su importancia econdmica vy su facil
adaptabilidad a las condiciones de laboratorio.

Los camarones fueron capturados mediante arrastres de 30 a 60
minutos en el 1ldébulo inferior de la Bahia de Cienfuegos. después
de su captura los camarones fueron escogidos por su tamafio y
colocados en bandejas de recuperacidén, durante un periodo de una
hora aproximadamente, pasédndose a tanques pléasticos de 110
litros a razdén de 250 ejemplares por recipiente. El traslado al
laboratorio se realizdé por carretera durante unas 6 horas, en
los mismos tanques a los cuales se les suministrd aire difundido
para mantener un nivel de oxigeno disuelto en el agua, mayor a
3.0 mg/l; La temperatura del agua se disminuybé por medio de
hielo colocado en bolsas de polietileno hasta mantener un nivel
cercano a 24° C, para asli provocar un descenso del metabolismo
respiratorio y garantizar que su actividad no agote el oxigeno
disponible en el agua de traslado. Una vez en el laboratorio los
camarones se mantienen entre 7 y 10 dias en tanques de
aclimatacidén antes de comenzar cualgquier experimento con ellos.
En estos tanques se mantuvo circulacidén constante de agua,
aireacidén continta y alimentacidén diaria, la cudl se suspendid
un dia antes de iniciar los Dbioensayos. El procedimiento de
realizacidédn de los bioensayos de toxicidad fue el mismo que se
utilizdé para los de langostas con DDT.

Para investigar las capacidades acumulativas del camardn se

prepard una serie experimental con la concentracidédn encontrada
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como presumiblemente no dafiina, en cada recipiente de ensayo se
colocaron aleatoriamente. Durante esta experiencia se mantuvo la
aireacidén y se registro la temperatura y el contenido de cromo.
El agua fue cambiada cada 48 horas. Durante el recambio 1los
animales fueron alimentados y no asi mientras permanecian en la
solucidén de prueba.

Para las determinaciones de cromo en el tejido, fueron escogidas
al azar de las diferentes Dbandejas dos ejemplares diarios
durante los dias que durdé la experiencia. Al ser extraidos eran
lavados con agua destilada, tratando de eliminar las particulas
del metal precipitadas sobre el exoesqueleto, y guardados en
congelacidén hasta el momento de su andlisis. Las determinaciones
de cromo en tejido se realizaron segin el método colorimétrico
de la difenil carbazida  descrito en el APHA (1985) .
Posteriormente, para realizar las experiencias de
desacumulacidén, al finalizar el séptimo dia de la prueba los
ejemplares fueron trasladados a bandejas con agua circulante
exenta de cromo, aireacidn constante y alimentacidn periddica.
Al cabo del séptimo dia, se determindé la concentracidén de Cr en
los ejemplares, con 1la finalidad de determinar la tasa de
desacumulacién. Se calculd el factor de concentracidédn para esta
especie, para lo cual se considerd la relacidn de concentracidn
entre el medio 2 (organismos) y el medio 1 (concentracién de

exposicidén a los animales).
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Las determinaciones respirométricas, se llevaron a cabo, para
determinar las posibles afectaciones metabdlicas que podria
inducir el <cromo sobre el metabolismo respiratorio de los
camarones. Para ello se empled un respirdmetro de circuito
abierto segun propone Pora (1955), pero modificado para lograr
el paso del contaminante a la concentracidén deseada dentro del
propio respirdémetro. La modificacidédn consistidé en acoplar a
dicho respirdémetro una botella Mariotte, (Suarez, 1975), para
obtener concentraciones diferentes dentro de cada una de las 4
cadmaras respirométricas, que son cilindricas y con una capacidad
de 0.35 litros. Estas estaban conectadas a un recipiente de 35
litros, donde se mantuvo siempre el volumen constante para
evitar las variaciones del flujo. Diariamente se midié 1la
salinidad y el gasto del agua.

En el respirémetro los animales fueron sometidos al efecto del
agua de dilucidn, inicidndose las determinaciones entre 1.5 vy
2.0 horas después de ser introducidos en las cémaras. El consumo
de oxigeno se determindé durante las 3 primeras  horas,
posteriormente se acopld al respirdmetro la botella Mariotte
deliberarandose el cromo a las cémaras por un periodo
comprendido entre 1.5 y 2.0 horas y de forma similar al paso del
agua de dilucidén se hicieron las determinaciones de oxigeno cada
hora.

El cdlculo de la tasa metabdlica se 1llevd a cabo, segun la

metodologia propuesta por Pora (1955) realizédndose la correccidn
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a 27.0 °C por medio de los coeficientes de la curva de Krog
(Winberg, 1956). La ecuacidén que permite relacionar el consumo
de oxigeno con el peso de los ejemplares se determindé con ayuda
del paquete de programas Excel Ver. 7.

Para las pruebas de conducta se utilizé un fluviario, modificado
de wuna propuesta de Hoglund (1961), construido de material
plastico. La parte inferior del mismo poseia mualtiples
subdivisiones numeradas que permitian conocer la ubicacidén de
cada camardé4n al instante de observacién (Fig. ©6). A dicho
fluviario le era suministrado por un extremo agua de dilucidn y
por el otro el contaminante a una concentracidén conocida, 1la
salida del agua era cambiada de posicién, de manera que fuera
posible establecer un gradiente de concentraciones al cual poder
exponer los ejemplares 'y analizar el comportamiento de
aceptacidén o rechazo a la sustancia de prueba.

Se realizaron observaciones continuas durante un periodo de 4
horas, cada 2 minutos, anotdndose en un grafico la posicidén de
cada ejemplar. El procesamiento estadistico se realizd segun la
metodologia que propone Hoglund (1961) y Clarke y Green (1988).
Con estos datos se construydé el grafico de comportamiento por
gradiente de concentracidén establecido.

El procedimiento experimental que se siguid fue el estandar del
APHA (1985), con las modificaciones propuestas por Berg y Granmo
(1976) para las pruebas de larga duracidén. Las soluciones

experimentales fueron preparadas con plomo como nitrato de plomo
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[Pb (NO3)2], diluido en agua desionizada, a la que se le agregd
0.5 ml de acido clorhidrico concentrado, por cada 5 litros de
solucidén patrdédn para garantizar la constancia de la disolucidn.
En el agua experimental, se determindé la temperatura, la
salinidad, el oxigeno y el pH. El agua de dilucidén experimental
fue colectada de igual forma a la utilizada para las pruebas con
los postlarvales de langosta y se siguidé la misma metodologia
para todas las pruebas.

En los experimentos se cambidé la solucidn de prueba cada 48
horas, alimentadndose por igual todos los ejemplares, ya gue en
una prueba de larga duracidén se debe garantizar gue la muerte no
ocurra por inedia.

Todos los recipientes de ensayo recibieron aireacidédn controlada
a razébn de 3 litros por minuto. Para evitar el efecto
desfavorable que provoca la manipulacién, los ejemplares se
pesan y se determina su sexo al morir o después de terminar el
ensayo. En la tabla 3 se presentan los resumenes de todos los
experimentos respecto al peso y sexo de los ejemplares
utilizados en los ensayos de toxicidad con plomo. Para cada
concentracién se emplearon 10 camarones con 1los cuales se
determiné el LC50, LC949 vy el LCl6e gque son los valores
representativos de la concentracidén letal para el 50 % de los
casos % los umbrales de mortalidad % supervivencia
respectivamente; asi como el LT50 o tiempo letal medio; el PA5O0

o)

o concentracién a la cual el 50 % de los ejemplares muestran
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perdida de actividad y el PE50 o concentracién a la cual la
mitad de los ejemplares perdieron el equilibrio.

Las concentraciones letales fueron calculadas siguiendo el
procedimiento de Bliss (1935) que recomienda Pascua (1974) y el
LT50 segun la metodologia de Litchfield y Wilcoxon (1949): ambos
métodos incluyen pruebas de Chi’ para comprobar su ajuste.
Durante los 10 dias de observacidén, los recipientes de ensayo
fueron inspeccionados con regularidad para retirar los
ejemplares muertos.

Para los experimentos de camarones con cobre, se empled sulfato
cuprico penta hidratado (CuS04.5H,0) que se diluydé con agua
destilada.

Las determinaciones fisico quimicas llevadas a cabo fueron: pH,
salinidad, oxigeno, temperatura y cobre en las muestras de agua;
en los tejidos se determind cobre y proteinas.

En tejido el cobre se determindé segun FAO (1975) y las proteinas
totales segun el método de Korzhova (1966).

Todos los experimentos de toxicidad fueron del tipo de flujo
semi continto, con un recambio de 300 ml de agua por minuto. El
agua de dilucidbn se unia con la contaminada, segun se observa en
la figura 7, en un embudo de mezcla después de ser impelida por
una bomba preristaltica y calia en un tangque de pléastico de 35
litros de capacidad tGtil. Los experimentos fueron del tipo semi
contintio porgque durante 8 horas del dia se circuld 1la

concentracién del contaminante, sin ningln tipo de aireacidén y
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durante el resto del dia se inyectd aire al agua a razdn de 3
litros por minuto. Todos los componentes del sistema en contacto
con el contaminante fueron de PVC, silicona y cristal.

La concentracidén del cobre en el agua experimental fue
determinada entre 3 a 4 veces durante el periodo experimental vy
los resultados fueron promediados y usados como los valores de
las pruebas. Los ejemplares se colocaron aleatoriamente en cada
tanque de experimentacidén. El1l peso de los ejemplares, (Tabla 4)
fue determinado después de muerto o al final de los bioensayos.
Para cada concentracidén experimental se emplearon 10 camarones
determindndose los LC50; LC84 y LCl6 (concentraciones letales
para el 50; 84 y 16 % de los ejemplares) y LT50; PA50 y PE5O0
(tiempo letal, en perder la actividad y el equilibrio del 50 %
de los ejemplares). Las concentraciones y tiempos letales fueron
determinadas siguiendo el método de Litchfield vy Wilcoxon
(1949) . Durante todo el tiempo de observacidédn (10 dias) los
ejemplares no se alimentaron y los tanques de ensayo fueron
inspeccionados varias veces al dia. Con los valores de toxicidad
determinados, se llevaron a cabo las pruebas de acumulacidén vy
experimentos subletales en ejemplares juveniles capturados en
dreas de hasta 0.7 metros de profundidad en la costa centro
oriental de la Bahia de Cienfuegos, los cuales tenian una talla

entre 20 y 35 cm de largo total.
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3.2 METODOLOGIAS PARA BIOENSAYOS

Para la evaluacidén de la toxicidad de todos 1los productos
utilizados sobre los organismos de prueba, fundamentalmente se
emplearon tres métodos; comprendiendo procedimientos simples vy

complejos

3.2.1 Método rutinario de bioensayos

Este método segin el APHA (1985), constituye el procedimiento
mas simple de evaluacidn de cualquier sustancia contaminante
sobre un grupo de ejemplares de una misma especie. Con el se
calcula el LC50, que es la concentracidén que resulta letal para
el 50% de los ejemplares sometidos a experimentaciédn o mediana
del limite de tolerancia al cabo de un periodo de exposicidn
especifico. Este periodo generalmente es de 24, 48 y 96 horas;
aungue en este trabajo se utilizaron observaciones desde 0 a 240
horas.

Las concentraciones (FAO, 1981), de 1las diluciones para los
residuales industriales se expresan como porciento en volumen vy
el de las sustancias toéxicas individuales en partes por milldn
(ppm o mg/l) o en partes por billdén (ppb o ug/l).

Para evaluar la toxicidad de <cada contaminante se probaron

diferentes concentraciones de forma tal que la LC50 se estima

por interpolacidén gréafica.
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Antes de cada prueba, se realizaron ensayos exploratorios a
pequefia escala para determinar sobre que concentraciones se
debe precisar la investigacidén. E1 rango empleado fue de 100;
10; 1; 0,1 &6 100; 32; 10 y 3,2 unidades (%; ppm o ppb) del
residual industrial o de 1la sustancia probada. El1 rango de
concentraciones seleccionada para el trabajo de precisidén se
establece entre la concentracién mayor en la que hayan
sobrevivido todos 1los ejemplares al cabo de 24 horas y la
concentracién menor en la que todos o casi todos perecieron en
el mismo periodo.

Para los experimentos se utilizaron series de concentraciones
logaritmicas, tal como se muestra en la tabla 5, gque recomiendan

Reish y 0°Shida (1986). Estos valores pueden representar
concentraciones en por ciento en volumen, en mg/l o en ug/l, vy

en caso de necesitarse cada una de estas, puede multiplicarse o
dividirse por <cualquier potencia de 10. De dicha tabla
generalmente solo cinco valores de ellos son suficientes para
evaluar la toxicidad, (FAO, 1981).

Un mayor numero de concentraciones no tiene justificacidn, pues
el fundamento de este método es lograr la mayor y mas precisa
informacidén con el menor numero de pruebas.

Una vez preparadas todas las soluciones de prueba, los animales
se colocan en los acuarios ensayo lo mas pronto posible, toda la
operacidén debe ser ejecutada en menos de 30 minutos, desde el

momento de colocar el primer ejemplar hasta el Gltimo.

57



Cualgquier animal que durante esta operacidédn se caiga o presente
sintomas de intranquilidad es retirado y sustituido pues no debe
emplearse experimento.

En cada recipiente, se realizan todas las observaciones que
sean posibles, fundamentalmente la cantidad de ejemplares
muertos después de 24; 48 y 96 horas, aunque las gque se realizan
en las primeras 4 a 8 horas resultan importantes ©para
identificar la naturaleza de la sustancia empleada y sirve de
guia para los ensayos posteriores. Anotédndose cualquier sintoma
de anormalidad que pudiera ayudar a la interpretacidédn de 1los
resultados.

Cada vez que se detectd un ejemplar muerto, este fue retirado
para evitar la descomposicidén del agua.

Las determinaciones fisico-quimicas fueron verificadas antes de
colocar a los ejemplares en los recipientes de biocensayo, cada
24 horas, después de ocurrir la mortalidad en cualquier
concentracién, y a la culminacién del Dbioensayo, en dependencia
de que sea estatico, semi continuo o continuo.

La estimacién de la LC50 se realizd por interpolacidédn en un
grafico que se desarrolla en papel semi-logaritmico, donde el
porciento de supervivencia representa a la variable
independiente y se ubica en el eje de las X o aritmético, y la
concentracién de la sustancia de prueba como variable

dependiente en el eje de las Y o logaritmico.
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Con el ploteo de los puntos observados se trazo una linea recta
entre los dos puntos que representan las proporciones de
supervivencia de dos concentraciones sucesivas de la serie
experimental que hallan sido letales para mas y menos de la
mitad de los ejemplares de prueba.

Partiendo del wvalor de la mediana (50%) del eje de
supervivencia, se eleva una perpendicular que intercepta a la
linea trazada y este a su vez se prolonga desde dicha linea
hasta el eje de las Y o concentracidén, halldndose asi la LC50.
Esto se realiza para cada periodo de exposicidédn por lo gque deben
obtenerse varios wvalores de LC50 relacionados posteriormente
entre ellos, segun su periodo. (Fig. 8).

No obstante, la facilidad del método grafico, para este trabajo
se utilizdé todos los puntos experimentales y se ajustaron a la
ecuacién de la recta para ganar en la potencia del estimador.
La precisidén de este método depende del grado de uniformidad de
los animales utilizados con respecto a su respuesta de
resistencia o supervivencia a cada substancia de prueba en
particular vy a la variacién bioldégica de los animales

utilizados y generalmente es del 10%.
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3.2.2 Método probabilistico de Bliss (Probits)

Bellan (1981), vy APHA (1992), recomiendan el método de Bliss
(1935) y su modificacién, (Bliss, 1938) que Stora (1972)
comprobdé para experimentos con organismos marinos. Este método
se basa en la relacidén concentracidén-efecto, donde los efectos
encontrados son proporcionales al logaritmo de la concentracidn
del contaminante y responden a una distribucidén normal. Si el
porciento de animales muertos se relaciona contra el logaritmo
de la concentracién del contaminante ensayado, se obtiene una
curva sigmoidea que tiene una distribucidén de frecuencia normal
acumulativa. (Fig. 9).

Bliss efectud una transformacidén a la escala de las ordenadas, a
la cual 1llamé "transformacidén probit". Con unidades probit, la
curva sigmoidea se convierte en una linea recta. El método de
cadlculo consiste en determinar la ecuacién de una linea de
regresidén entre los probit de mortalidad y el logaritmo de 1las

concentraciones empleadas y responde a la ecuacidn:

Y=Y+b (X-X)
Los pasos para su calculo fueron los siguientes:
1-) Se construye una tabla con todas las concentraciones del
contaminante empleado para los bioensayos como componente de la
primera columna. (Tabla 6).
Se anotan los porcientos de mortalidad gque se corresponden a

cada concentracién. Si en los ejemplares de control ocurren
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muertes, siempre que esta no sea mayor del 20%, se corrigen
todos los wvalores observados con la férmula de Abbot (1925),

que FAO (1981) y APHA (1992) recomiendan:

Mo - Mt

Mc (%) =
100 - Mt

Donde:
Mc = mortalidad corregida (%)
Mo = mortalidad observada (%)
Mt = mortalidad en control (%)
3-) Las concentraciones empleadas se transforman a logaritmos y

se denominaron "X"

4-) Los valores de X se elevan al cuadrado (X?)
5-) Se establece segin el % de mortalidad de la tabla 7 ; los

probits empiricos (P).

6-) Se introduce wuna columna con el numero de ejemplares
empleados para cada concentracidén experimental (N).

7-) Se traza en el papel logaritmico aritmético 1la curva
provisional, ploteandose los probits de mortalidad empirica (P)
contra el logaritmo de la concentracidén y con estos puntos se
ajusta una recta. (Fig. 10)

8-) Con la recta obtenida se determinan los probits esperados.
9-) Mediante los probits esperados (Pe) de la tabla 8; se

obtienen los probits corregidos (Y).

61



Los probits corregidos se calculan segun el probit esperado, sea

este igual o mayor a 5 segun las ecuaciones siguientes

Si Pe 2 5 Y = (Y +Q/2) - q (1/2)
Si Pe < 5 Y= (Y- P/Q) +p (1/2)
donde:

(Y + Q/Z); (Y - P/Z) yv 1/7Z se determinan segun la tabla 8.

P mortalidad porcentual expresada en fraccién decimal

g = supervivencia porcentual expresada en fraccidn decimal

10-) Se obtuvo Z2/PQ para cada Pe de la tabla de probits de
trabajo. (Tabla 8).

11-) Los valores de Z2/PQ se multiplican por N y representan el
peso total de respuesta (W)

12-) Se ©procede a efectuar W por el logaritmo de la
concentracidén (X), obteniéndose WX.

13-) Se efectla W por Y

14-) Se efectta WX por Y, obteniéndose WXY

15-) Los probits corregidos (Y) se elevan al cuadrado,
obteniéndose los valores Y?

16-) Se multiplica el cuadrado de 1los logaritmos de las
concentraciones (X2) por el peso total de respuesta (W)
lograndose WX?2

17-) El1 cuadrado de los probits corregidos (Y2) se multiplica

por el peso total de respuesta (W) y se obtiene WY?2
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18-) Se calcula la curva de mortalidad con los logaritmos de
las concentraciones (X) vy los probits corregidos <con la
ponderacidén del peso total de respuesta (W).

La ecuacidén de la curva de mortalidad se resuelve segun:

Y=Y=Db (X -X)

donde:

_ T (WY) _ Z(WX)

Y = X =
>W W
S (WXY) - YZ (WX)

b =
Z(WX2) - XX (WX)

19-) De la ecuacidén de la curva de mortalidad se calculan 1los

valores de X segln:
X=X+1/b (Y -Y)

20-) Se calcula el logaritmo de LC50 utilizando 5 como valor de
Y que se correspondiente al 50% de mortalidad que se presentd en
la tabla 7, donde:

log IC50 = X + 1/b (5 - Y )
21-) Con el antilogaritmo del wvalor encontrado se obtiene 1la
LC50 para cada periodo de horas requerido.
22-) Para calcular los valores de LC84 y LCl6 se sustituye en
la ecuacidén el valor de 5 por 6.018 y 3.982 respectivamente.
23-) Con una prueba de Chi? se determina la concordancia entre

los valores observados y la curva de mortalidad determinada. La

ecuacidén de cidlculo sera:
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Chi? = {[Z(WY2?) - YX(WY)] - b[Z(WXY) - YI(WX)]}

con n-2 grados de libertad, donde:

n = cantidad de concentraciones utilizadas en el experimento.
Si Chi? de la tabla 9 es mayor que el calculado para un limite
de confiabilidad del 95%, es significativa la linealidad de 1la
curva, la poblacidédn experimental se puede considerar homogénea,
y los datos son consistentes con la linea de regresidn
calculada.

24-) Si la prueba de Chi? ofrece 1linealidad, se calcula la

varianza de la LC50 seguln:

(Y - Y)2 1
o= V(log LC50) = { 1/b?[1/b - + — 1}
T (WXY) -XZ (WX) W

25-) La desviacién estédndar del LC50 en logaritmos se calcula
segun:

DS =\v (log LC50)
26-) Los logaritmos de los limites de confianza de la LC50 se

calculan asi:

log(limite superior) log (LC50) + 2DS)
log(limite inferior) = log(LC50) - 2DS)

27-) Se construye en papel semi-logaritmico la <curva de

toxicidad, ploteando los valores de los LC50 para cada periodo
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de tiempo con sus limites de confianza y las Dbandas de LCl6 vy

LC84. (Fig. 11)

3.2.3 Modificacién de Litchfield y Wilcoxon

Las curvas de efecto contra el tiempo de reaccidédn desarrollada
en papel logaritmico probabilistico por Bliss (1938), pero
requieren de un procedimiento muy laborioso, aunque tienen la
ventaja de que, ademads de calcular la LC50 o LT50, se obtienen
los errores estandar con sus limites de confianza.

Litchfield y Wilcoxon (1949) propusieron una metodologia rapida,
donde sustituyen los calculos por tres nomogramas que permiten
estimar los pardmetros de toxicidad y los limites de confianza
de las curvas completas o truncadas.

El procedimiento para el calculo de 1los parametros de
toxicidad fue el siguiente:

1-) Se prepara una lista ascendente o descendente de las
concentraciones empleadas para los bioensayos. (Tabla 10).

2-) Se agrega una columna donde se especifica el nUmero total
de ejemplares utilizados para cada concentracidn.

3-) Se expresan los valores de la columna anterior en mortalidad
O supervivencia porcentual.

4-) Se plotean las concentraciones en la escala de las “X”,
contra el porciento de mortalidad (“Y”), en papel log-prob. La

escala probabilistica en las ordenadas y la logaritmica en las
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abscisas. No es necesario plotear los valores comprendidos por
debajo de 16% y por encima de 84% (Fig. 12).

5-) Se traza una linea recta, a través de los puntos ploteados.
esta puede ajustarse por medio de un andlisis de regresidn.

6-) Se lee de la linea de ajuste, o de la ecuacién de regresidn

los valores de mortalidad esperados, para cada concentracidn

empleada.
7-) Se listan las diferencias existentes entre los valores
observados y los calculados, para cada concentracién. Si el

valor esperado para cualquier concentracidén es menor que 0,1 o
mayor que 99,99, se elimina, empleando el efecto esperado vy
ploteando de la tabla 11 el wvalor corregido para 100 y 0% de
mortalidad. El procedimiento a seguir es anotar el valor de
mortalidad esperada que se corresponde a la recta tedrica
trazada y este se busca en la tabla mencionada y se anota la
supervivencia corregida dque es la que se tomara en cuenta para
los céalculos.

8-) Del nomograma 1 (Fig. 13), se obtiene el valor de Chi? para
cada concentracién.

9-) Se multiplican los valores de Chi? obtenidos por el numero
de ejemplares de ensayo Yy Se sumarizan.

10-) Se compara el valor calculado en el inciso 9 con K-2
grados de libertad, donde K es la cantidad de concentraciones

utilizadas, <con el ~wvalor de Chi? de 1la tabla 9. Si 1la
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homogeneidad es significativa, el valor de la suma de Chi? debe
ser menor que el valor obtenido de la tabla.

11-) Por medio de una proyeccidén de los puntos que representan
al 16; 50 y 84% sobre la linea recta, se obtienen los valores
de LCl6; LC50 vy ©LC84 sobre el eje de las X o de las
concentraciones. (Fig. 11).

12-) Se calcula la funcién de 1la pendiente "S" mediante 1la

ecuacioén:

(LC84/1LC50) + (LC50/LC16)

2

13-) Se determina "N" que es el numero total de animales de que
se corresponden a las concentraciones que tuvieron un efecto
entre 16 y 84%.
14-) Se determina el factor de los limites de confianza (f LC50)
como:

fLcs0 = s/ = (2,77 / * N' ) log S

Este factor se obtiene del nomograma 2 (Fig. 14).

o)

15-) Los limites de confianza con una probabilidad del 95% de
certeza se determinan de la siguiente forma:

a- para el limite superior se multiplica el valor de LC50 por

el f LC50 obtenido.

b-) para el limite inferior se divide el LC50 entre el f LC50.
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16-) Los limites de confianza de la funcién "S" de la pendiente
se calculan dividiendo la concentracidén mayor ploteada entre la
menor.

17-) Con el nomograma 3 (Fig. 15), se determina “S”.

18-) E1 factor fs se halla por medio del medio del nomograma 2
(Fig. 14) o por la ecuaciédn:

fs = AL0(K-1) /K v N

19-) Los limites de confianza para la funcidén de la pendiente,
se obtienen

a) Para el limite superior se multiplica S por fs.

b) Para el limite inferior se divide S entre fs.

20-) Se obtiene la curva de toxicidad ploteando los valores del
LC50 con sus limites de confianza en las ordenadas, (escala

logaritmica), contra el tiempo en horas en el eje aritmético.
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los analisis fisico quimicos del agua
utilizada como dilucidén para todos los experimentos se muestran
en la tabla 1, notadndose gue ninguno de los mismos son
limitantes para los organismos marinos, ya que estadn dentro de
los rangos recomendados por Sprague (1973) y el APHA (1992) para
los biocensayos; ademas estos factores son semejantes a las
concentraciones medias reportadas por Lluis (1983), para el agua
de la plataforma cubana.

Los wvalores de toxicidad letal calculada por los métodos
aritméticos graficos, logaritmicos vy de probits, para los
postlarvales de langosta sometidos al efecto del DDT, estan en
la tabla 12; en el caso de las LCl6 y LC84 solo se presentan
para los probits, que es el Unico método que permite su

determinacién.

4.1 EFECTOS DEL DDT

Segun Daugherty (1951) el DDT es un elemento de elevada
toxicidad vya que actla con valores por debajo de 1 ppm. Los
valores de toxicidad letal calculada por los métodos aritmético
grafico, logaritmico y de probits, se muestran en la tabla 12;
en el caso de las LCle y LC84 sbélo se presentan para 1los
probits, que es el uUnico método que permite su determinacidn.
En la figura 16, se muestran las curvas de toxicidad, para los

postlarvales de P. argus sometidos al efecto del DDT, resueltos
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por el método aritmético grafico; en la 17 las que corresponden
al método logaritmico y en la 18, la curva de toxicidad
resultante del andlisis probit de los datos de mortalidad. Segun
un criterio conservador, los resultados del andlisis probit son
los mas adecuados, pues al adoptar sus valores, dque son 1los
menores, se permitird una mayor proteccidn a la especie. Con un
anadlisis de wvarianza Dbifactorial se determiné que habia
diferencias estadisticas significativas entre los resultados de
los métodos utilizados. Una matriz de coeficientes de similitud
segun Bayne et al. (1988), fue empleada para realizar un
anadlisis de cluster, segun las estrategias de la similitud de
Sanders y la distancia Euclidiana, separédndose los resultados en
dos grupos bien definidos, uno que <representa los datos
calculados por el método de 1los probits y el otro por 1los
aritmético grafico y el logaritmico, por 1lo gue se estimd
adoptar los resultados de los probits, presentidndose para P.
argus una LC50 para 24; 48; 72 y 96 horas de 28.1; 10.7; 8.6 vy
7.2 ng/l respectivamente. Valores muy por debajo del propuesto
como definitorio de sustancias de elevada toxicidad, por lo que
se estima que el DDT para las postlarvas de langosta debe ser
considerado como un producto de gran toxicidad (1 ppm).

La ecuacidén de la recta que permite explicar la toxicidad para

los postlarvales puede expresarse Como:
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Probit - A

log LC50 =
b
Donde:
Probit = 5.000; 6.018; 3.718 para LC50; LC84 y LClé6
A = Intercepto
b = Pendiente

En la tabla 13, se presentan los valores que toman “A” y “b”,
para cada tiempo de reaccién y una prueba Chi?, donde todos los
valores calculados fueron mayores a los de tabla, indicé que el
ajuste de los datos a una linea recta es significativo y la
ecuacioén representa al comportamiento del fendémeno de
intoxicacidén. De acuerdo a los patrones de respuesta descritos
por Wilson (1972), este tipo de curva de toxicidad (Fig. 18), es
caracteristica del comportamiento de supervivencia o mortalidad
frente a contaminantes como metales pesados y plaguicidas y de
ella pudiera estimarse, segun los criterios de Powers (1917),
ratificados por Reish y Oshida (1987), por simple observacidédn de
la curva, que el umbral de toxicidad estd por debajo de 5 ug/l.
Segun Portman (1972) el LC50 a las 48 horas para camarones
Crangon crangon en DDT se presenta entre 3.3 y 10.0 wug/1,
valores semejantes a los reportados para 1los postlarvales de
langosta; pero Butler (1965) citado por Portman (1972) presenta
un LC50 a las 48 horas para el camardédn café Penaeus aztecus de 1
ng/l, por lo que al parecer el camardédn es mas sensible al DDT
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que las postlarvas de langosta. Eisler (1969) indicé que 1los
valores de LC50 para 96 horas del DDT con organismos marinos
estdn entre 0.6 y 6.0 ug/l por lo que, comparativamente, se
pudiera considerar que los postlarvales de langosta estan entre
los grupos mas resistentes a este contaminante.

El crecimiento de las postlarvas de langosta en los ejemplares
de control se presenta en la figura 19. La ecuacidén de
crecimiento para los ejemplares de control, wutilizando el
procedimiento de Kurata (1962), se determindé como:

In+l = 1.130385 + 1.031371*(Ln)

El coeficiente "r", estadisticamente significativo segln una
prueba de t, para una probabilidad del 95 % fue calculado como
0.9891. La ecuacidén de la recta mediante una prueba F también
fue significativa al 95 % de probabilidad.

Con estos valores se explica que para los estadios estudiados el
crecimiento se representa como geométrico progresivo, donde las
cantidades sucesivas del incremento de la talla de las post-
exuvias, aumenta con el incremento de la talla preexuvial.
Kurata (1962) utilizando los datos de Sutclife (1957), reporta
como generales, para los postlarvales de langosta P. argus, un
valor de 1.0732 como coeficiente "A" y para "b" como 1.8074.
Buesa (1972) también empleando el mismo procedimiento plantea
valores de 1.359 para "A" y de - 6.5 para "b".

Las constantes de crecimiento medio para los diferentes instar o

estadios de postlarvales de langosta con sus desviaciones
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estéandar, se muestran en la tabla 14, determindndose un
coeficiente medio de 0.2022 £+ 0.1495. E1 valor de la pendiente
determinada por una regresidén entre los instar como variable
independiente y las constantes de crecimiento medio para cada
uno de ellos fue de -0.0242 (Fig. 20), con un coeficiente de
correlacién de 0.863 significativo para un 95 % de certeza,
denotando que las constantes "k" mas altas corresponden a 1los
primeros estadios, porque la velocidad de crecimiento se hace
mas lenta a medida que se incrementa la talla.

En la tabla 15 se muestran las ecuaciones de crecimiento de
Kurata, presentados por varios autores para P. argus, asi como
los valores del coeficiente "K".

Los largos medios de cada instar se ajustaron a las ecuaciones
de crecimiento de Bertalanffy (1938), Logistica (Pascua, 1974) vy
de Gompertz (Yamane, 1970), su representaciédn se muestra en la
figura 21.

Mediante un andlisis de varianza bifactorial, se determind que
habia diferencias estadisticas entre los resultados obtenidos
para las ecuaciones de calculo y los valores observados, con un
F calculado de 3.11 significativo para una p<0.05; asi como
entre los estadios con un F calculado de 224.77 altamente
significativo.

Un anédlisis de covarianza entre los datos obtenidos para cada
una de las ecuaciones y los datos observados para cada estadio

postlarval ofrecid, que habia diferencias estadisticas
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significativas entre ellos y mediante una prueba de los residuos
(Tabla 16) con 13.17 contra 0.3 y - 0.4; demostrd que solamente
la ecuacién de Bertalanffy es la gque no puede explicar el

crecimiento de los postlarvales. También segun el coeficiente de
determinacién "O'" se estimdé que las ecuaciones Logistica y de

Gompertz son las més adecuadas para explicar la regresidn, va

o)

que ambas eliminan el 100 % del error total, no asi la de
Bertalanffy que solamente elimina un 89 % del error. Una vez
conocido que la concentracién de 1 ppb inferior al umbral de
toxicidad, provocd efectos subletales que inhibieron la muda y
por ende el crecimiento de los ejemplares, pero no su patrdn de
respuesta a estimulos externos y a la alimentacidn, se procedid
a sustituir todos los valores determinados experimentalmente en
la ecuacidén que Van Horn (1949) recomienda para obtener, una

concentracidén (C) que presumiblemente no es dafiina para la

supervivencia y esta se representa como:

LC50 (48 h) * FA

C =
s”
donde:
LC50 (24 h)
S =
LC50 (48 h)

FA = factor de aplicacidén = 0.3
Resolviendo la ecuacidén dada, la concentracidédn presumiblemente

no dafiina o de seguridad fue calculada como 0.47 npg/l, que estéa
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por debajo de todos los valores donde experimentalmente se
determindé alguna mortalidad.

Al parecer la inhibicién de 1la muda en los postlarvales
sometidos a una concentracién de 1 ppb, se debe a que el DDT
segln Engel et. al (1972), actta sobre las enzimas glucoliticas
y gluconeogénicas, al producir alteraciones enzimaticas que
revelan un aumento del indice de degradacidén glucolitica de la

glucosa y la desaparicidén de la gluconeogénesis.

4.2 EFECTOS DEL CROMO

El cromo (Lewis, 1992) es un metal pesado, con un peso atdmico
de 52.01 ubicado en el grupo IV de la tabla peridédica y se
presenta en la naturaleza como quimicamente inactivo y combinado
con otros elementos, fundamentalmente como cromato y dicromatos,
los cuales tienen multiples usos industriales. Entre ellos las
curtidoras de pieles son una de sus principales consumidores. Se
caracteriza por poseer valencias desde 0 a 6, siendo las més
frecuentes 6 y 3. Su toxicidad estd en funcidén del estado de
valencia, pH, Temperatura y dureza del agua, siendo las sales
cromadas 6 las de mayor toxicidad por sus caracteristicas de
oxidante energético.

La contaminacién del mar por cromo, (GESAMP, 1990), no es la
misma en todas las regiones del mundo y depende de las
caracteristicas oceanoldgicas del lugar, asi como del grado de

desarrollo industrial del &rea, por lo que las concentraciones
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en zonas abiertas son menores gque en zonas costeras. Bittel
(1973) reporta 0.5 ppb como contenido normal de cromo para las
aguas oceéanicas y Walichuk (1974) una concentracién de 0.02 ppb
de cromo, las cuales difieren grandemente, por lo que no pueden
considerarse como definitorias, sino como una guia.

El licor cromo es uno de los que se emplean para la tecnologia
del curtido de pieles y su constitucién es la de una mezcla
crémica azucarada, formada por dicromato de Na y K, sacarosa y
dcido sulfurico. Es preparado a concentraciones que oscilan
entre 145 y 155 g de dicromato por litro. Durante el proceso
gran parte del cromo es retenido, estiméndose que al final del
mismo su concentracidén media es de 5.0 g/l. Este es empleado en
los ©procesos de curtido vy recurtido, caracterizédndose sus
descargas por ser discontinuas a diferentes horas del dia.
Aunque debe sefilalarse que este no es vertido de manera
independiente sino combinado con otras sustancias que
complementan el proceso industrial, mezclédndose en las aguas
receptoras con el resto de los residuales de la fébrica.

El licor cromo presenta un comportamiento caracteristico al
contacto con las aguas receptoras ya que es de naturaleza acida
y el agua puede tener un pH que oscila entre 7.5 y 8.4
(Guilcher, 1966), provocando dgque por medio de reacciones de
neutralizacién una parte del Cr precipite formando fléculos de
hidréxidos complejos e insolubles. Es de suponer que en zonas de

descarga, los sedimentos queden cubiertos por dicho precipitado,

76



resultando fatal para los organismos sesiles y en general para
los bentdénicos.

En Cuba no existen plantas de tratamiento para residuales de
este tipo de industrias, que aunque no obstante resulten

complejos afectan constantemente las aguas de la plataforma.

4.2.1 Pruebas de toxicidad aguda
Los valores correspondientes a los andlisis del agua de dilucidn
se muestran en la tabla 1, aprecidndose que para los limites de
deteccidén del método colorimétrico del APHA (1985) no se reportd
la presencia de cromo, en alrededor de treinta determinaciones.
Por lo que consideramos las concentraciones de Cr como normales,
asi como el resto de los factores.
En la tabla 17, se presentan los valores del chequeo sistematico
de la temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y pH, en 1los
recipientes de ensayo y en los controles, apreciandose que estos
nunca fueron limitantes para la supervivencia, segin los rangos
de aceptabilidad propuesto por Sprague (1973) vy APHA (1985),
asumiéndose que el UGnico responsable de las mortalidades
ocurridas en las aguas experimentales es el residual de cromo.
Se observd que los animales antes de morir mostraban
primeramente pérdida de equilibrio y con posterioridad pérdida
de actividad, lo que indica afectaciones al sistema nervioso.
Se determinaron las LT50 para las concentraciones de 123.6 mg/l;

97.2 mg/l y 74 mg/l, resultando estos como 24.48 y 96 horas
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respectivamente, con los cuales se construydé la curva de
toxicidad caracteristica que se muestra en la figura 22, que
resultd ser una linea recta, con un coeficiente de correlacidn
de 0.992; el coeficiente “A” fue determinado como 6.6943 y “b”
como -2.5247.

De acuerdo a lo descrito por Wilson (1972) y corroborado por FAO
(1992), esta curva es caracteristica del comportamiento de los
metales pesados, delimitando perfectamente el efecto
contaminador del cromo, el cual a pesar de estar en un licor
mixto, provoca los efectos tdéxicos tipicos de un metal pesado.

Se determinaron los valores de LC50, 1LC84 y LCl6, para las 24;
48; 72; 96 y 120 horas asi como las ecuaciones de mortalidad,
que se muestran en la tabla 18, en la cual todos los valores se
expresan tanto en porciento

del residual como en concentracidén (mg/l) de cromo en el agua.
La presentaciédn de las curvas de toxicidad wutilizando el
procedimiento grafico, se muestra en la figura 23, 1la cual
contrasta con la que representa al procedimiento logaritmico
(Fig. 24) vy con la determinada con el método de los probits
(Fig. 25) donde se representan las LC50; LC84 y LCle6, ofreciendo
una informacidén més amplia sobre el rango de respuesta dque
presentan estos organismos. De todas las evaluaciones se
reportan las concentraciones letales para las 24; 48; 72; 96 vy
120 horas como 198; 95; 74; 73 y 52 mg/l; (0.32; 0.15; 0.12;

0.11 yv 0.8 %). Estos valores se comparan con los obtenidos por
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diferentes autores para esta misma especie con otros metales
pesados. En la tabla 19, segln reportaron Sudrez y Sotolongo
(1977) se aprecia un LC50 a las 96 horas para el cobre de 5.5
mg/l, indicando que estos organismos son mas sensibles al cobre
que al cromo, siendo la potencia del cobre sobre el cromo de
13.3, asimismo Suarez (1978) encuentra un LC50 de 20.2 mg/l para
animales expuestos a Pb siendo por tanto también més sensibles a
este metal, la potencia del mismo sobre el cromo resultd ser de
3.61. Gonzalez (1978) reportd un LC50 a las 48 horas de 0.29
mg/l para el mercurio, denotdndose una mayor sensibilidad al
mercurio que al cromo, con una potencia de 327.6. Para el
arsénico, Suarez y Perigd (1975) reportaron una LC50 a las 96
horas de 5 mg/l siendo menos que el encontrado para el cromo en
nuestro trabajo que resultd de 72 mg/l y la potencia del mismo
es de 14.6

Estos datos nos indican que el cromo presenta efectos tdéxicos
para esta especie en menor grado que el Cu, Pb, Hg y As siendo
menos nocivo para el ambiente, pero no por ello deja de ser
valorado como de gran peligrosidad dada sus caracteristicas
acumulativas vy las implicaciones de su ©presencia en el
ecosistema.

Portman (1972) reporta para Crangon crangon un LC50 a las 48
horas de 100 mg/l, muy similar al nivel reportado por este

trabajo, que fue de 95 mg/l. Este camardn, aungue pertenece a
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otro género muestra un comportamiento téxico similar ante este
metal.

Con los valores encontrados de LC50, LC84 y LCl6 para un periodo
de observacién entre 24 y 240 horas; se construyd la curva de
toxicidad de 1la figura 25, notédndose que en las primeras 48
horas, el efecto de envenenamiento es mids répido torndndose mas
lento a medida gque disminuye la concentracién y aumenta el
tiempo de exposicidén al mismo. La pendiente de la curva es de -
2.4 para las primeras 48 horas y de -0.4 posteriormente. La
figura 26 es una composicidn donde se superponen las curvas de
toxicidad determinadas por las tres metodologias, observandose
gue préacticamente son las mismas. Un

anadlisis de wvarianza Dbifactorial, demostré que no habia
diferencias estadisticas significativas entre los métodos, con
un valor de “F” calculado como 2.33 < 3.55 de tabla para un 95%
de probabilidad.

Con los valores de toxicidad aguda se determindé la concentracidn
presumiblemente no dafiina para esta especie, segin el método
grafico de Powers (1917), fue de 31 mg/l y de 6.2 mg/l segun lo
propuesto por Van Horn (1949). Para nuestras pruebas se escogid
el valor de 6.2 mg/l como umbral de toxicidad ya que este valor
coincide con una de las concentraciones empleadas en las series
experimentales donde se obtuvo un 100% de supervivencia, ademéas,

segun el propio Powers (1917), la valoracidn experimental lleva
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siempre a valores inferiores que los obtenidos por
extrapolacién.

Como se puede apreciar en la tabla 19 se reflejan los valores de
concentraciones presumiblemente no dafiinas halladas para este
camardédn con algunos metales, pudiendo apreciarse que P. notialis
tolera mayores concentraciones de cromo que el resto de los
metales, manifestdndose los efectos sub letales del mismo a
partir de 6.2 mg/l.

Para comparar los efectos de toxicidad frente al residual de
acuerdo a su fuente de obtencidén, vya que esta varid (Bahia de
Cienfuegos y Ensenada de 1la Broa) se realizdé una serie de
concentraciones con ejemplares de ambos lugares, durante la cual
los parametros fisico-quimicos no interfirieron en la
supervivencia. Con los resultados obtenidos en este experimento
(LC50 72 horas) se realizd una prueba “student”, (Word vy
Parrich, 1982), obteniéndose una “t” calculada de 2.63, menor
que la de tabla que es 12.7, concluyéndose qgue no hay
diferencias estadisticas significativas para un 95% de
probabilidad entre los patrones de respuestas de los camarones
de ambas zonas.

Johnson (1974), citado por Couch (1978) en su estudio sobre
parasitologia, sugiere que el dicromato de potasio sea usado
como un agente antibiético, porque no resulta téxico para

camarones a concentraciones menores de 5 ppm, lo dque se
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corresponde perfectamente con el valor de concentracién umbral

encontrado.

4.2.2 Acumulacién

La mayoria de los estudios de contaminacién a escala regional o
global incluyen alguna informacidén sobre acumulacidn, para
conocer cuanto un elemento puede ser concentrado por los
organismos de interés en relacidén con las concentraciones
presentes en las aguas contaminadas.

La bicacumulacidén es un fendmeno tal que sin razones de relacidn
0 mecanismos definidos por un organismo marino o tejido en
particular provoca la acumulacidén de altas concentraciones de un
contaminante que esté en el mar (FAO, 1976).

Como producto de la acumulacidédn es posible que ocurra una
toxicidad inducida, o Ssea, por transmisién. Siempre que
aparezcan contaminantes en el medio con posibilidad de ser
acumulados o transferidos, es necesario medir estos efectos.
Para ello, realizamos pruebas de acumulacidédn exponiendo 1los
animales a wuna concentracién de 4.5 nug/l; 1.5 unidades por
debajo de 1la encontrada como no dafiina. Estos resultados se
muestran en la figura 24, aprecidndose un incremento diario de
las concentraciones de cromo en los tejidos del animal

expuestos al mismo. En los andlisis realizados a los ejemplares

controles la concentracidén encontrada fue de 1 ug/kg; asi a las

24 horas de exposicién habian acumulado 96 pg/kg, manteniendo un
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incremento diario relativamente estable, siendo la concentraciédn

encontrada al cabo del séptimo dia, fue de 424 pg/kg. La tasa de

acumulacién media fue de 60.52 ug/kg dia™. A partir del séptimo

dia los ejemplares fueron colocados en agua limpia circulante,

determindndose una tasa de desacumulacidn calculada como

41 .ug/kg dia™, ya que al cabo de una semana se reportd una

concentracién en los tejidos de 133.5 ug/kg.

Haciendo un analisis comparativo entre la tasa de acumulacidédn y
la de desacumulaciédn se nota dque el cromo es acumulado con
mayor rapidez, a un ritmo de 60 pg/kg diarios, que lo que es
desacumulado. Este hecho no es favorable para las poblaciones
naturales gque estén sometidas a este contaminante, porque la
recuperacién seria mas lenta. La pendiente para la regresidn de
acumulacién fue de 1.08 y la de desacumulacidén de -0.83.

Como el valor de la pendiente en el proceso de acumulacidn es
mayor que 1 y la tasa se mantiene en incremento durante el
periodo de experimentaciédn, en el cual no se observa ninguna
tendencia al asintotismo, podemos estimar que continuarad en
aumento antes de llegar a la concentracidén méxima, alcanzando
quizéds valores que se corresponderian al factor de acumulacidn
de 100 qgue reporta Deyhlefsen (1977) para camarones café o al
factor de traspaso calculado en este trabajo para P. notialis
que fue de 20, en relacién al agua normal donde ellos se
encontraban.
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Bittel (1993) sugiere que los o6rganos encargados de la
regulacién (branquias, o6rganos digestivos vy rifiones) alcanzan
concentraciones mayores de los elementos con capacidades
acumulativas, aumentando estos en funcidén de las cantidades
presentes en el medio. Esto al parecer ocurre en los camarones
de experimentacidén, aunque no se evalud la concentracidn de
cromo en las branquias, se aprecid cualitativamente la presencia
de mayores concentraciones, comprobado esto por la coloracidn
azul verdoso que estas presentaban.

La prueba de acumulacién demostrd que los camarones P. notialis
pueden concentrar el cromo del agua de mar disuelta en su
tejido, explicando como se 1inicia el proceso del fendmeno de
intoxicacidén gque provoca la muerte de los ejemplares por un
flujo de entrada de cromo del agua del medio circundante a sus
tejidos u oérganos, los cuales son degradados provocando la
muerte del animal, si las condiciones contaminadoras se

mantienen.

4.2.3 Respirometria
Para evaluar las afectaciones metabdlicas que provoca este
contaminante, se realizaron pruebas respirométricas.

El consumo de oxigeno se expresd segun la ecuacidn:

Q=an
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Donde a es un coeficiente numéricamente igual a la velocidad de
respiraciédn con peso igual a la unidad y b el coeficiente que
caracteriza la proporcionalidad de respiracién con el aumento
del peso.
El coeficiente a fue de 548.75 para un peso medio de 13.7 g y es
caracteristico para la especie P. notialis, no observandose
grandes diferencias con el encontrado por Suarez y Ramiro (1980)
que fue de 584.54, para un peso medio de 6.12 g. Explicédndose la
diferencia segun el segmento de la ecuacidén general de la curva
tedbrica, determinada por las ecuaciones calculadas para cada
rango de peso, con qgque cada uno de los autores trabajd vy
resultado por los valores que tomdé la pendiente b, como 0.40
para los ejemplares pequefios y 0.77 para los mayores, lo cual se
corresponde a los propuestos por Waterman (1960) para los
crustdceos en general.
De esta forma la ecuacidédn determinada para el consumo de oxigeno
en funcién del peso, para una temperatura media de 27 °C fue:
Q,7°c = 548.75 P°77

La tasa metabdlica o consumo de oxigeno en funcidn de peso

puede ser expresada por la ecuaciodn:
Q7°c = Q0. = Q/P = aP”*

determindndose que:

Q0, = 548.73 P2 resulta para 27 °C y para agua normal

de mar, exentas de contaminante (Curva A, fig. 28).
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Esta ecuacidén permite estimar que los ejemplares menores poseen
una tasa metabdlica mayor, la cual disminuye al aumentar el peso
con una pendiente de -0.23 para 27 °C.
Se determindé el coeficiente de Van Hoff (Qip) gque nos permite
relacionar la tasa metabdlica con la temperatura del agua. El
mismo se calcula seguin la ecuacidn:

Q10 = [(K1/K2)10/t1-t2]
Donde Kl y K2, segun Warren (1971) son las tasas metabdlicas
correspondientes a las temperaturas t1 y t2 y este valor segun
Waterman (1960) alcanza valores entre 2.0 y 3.0 significando el
incremento que toma la tasa por un incremento de 10 °C.

El coeficiente Qip medio para P. notialis fue de 2.23 con un

error estandar de 0.009 que se corresponde al de 2.22 * 0.02 que
presentan Sudrez y Ramiro (1980).

Para conocer el efecto del cromo sobre la tasa metabdlica se
efectuaron pruebas respirométricas con el contaminante,
empledndose concentraciones que oscilaban entre las reportadas
para el LC50 a las 96 y 48 horas, es decir, 115 mg/l, wuna
concentracidén cercana a la presumiblemente no dafiina de 7.5 mg/1l
y otra muy por debajo a ella con un valor de 1.36 mg/l, la
primera letal y las dos siguientes sub letales. Las ecuaciones

que relacionan la tasa metabdlica con el peso, segun las

concentraciones sefialadas y a 27 °C fueron:
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Q27°c = 405.15 p?-12 para un peso medio de 13.82 g y una

Q media de 553.96 npg 0,/g/h, con 115.0 mg Cr/l. (Curva C de la
figura 28).

Q7% = 111.42 p°>2 para un peso medio de 11.60 g y
una Q media de 397.03 pg 0,/g/h, con 7.5 mg Cr/l. (Curva B de la
figura 28).

0,:°%c = 5584.61 P 1% para un peso medio de 13.31 g y
una Q media de 350.46 pg 0,/g/h, con 1.36 mg Cr/l. (Curva D de
la figura 28).

Estas ecuaciones vy los valores para los diferentes pasos
aparecen representados en la figura 28, donde mediante un
anadlisis comparativo del comportamiento metabdlico puede
observarse que las rectas de correlacidén van elevidndose con un
movimiento de rotacidén sobre su eje en sentido Thorario,
demostridndose que el cromo afecta la tasa metabdlica desde
concentraciones tan bajas como 1.36 mg/l, donde la Q media toma
valores de 8.22 veces la normal, pero se mantiene la pendiente
negativa. Para 7.5 mg/l el <coeficiente de velocidad de
respiracidédn se hace positivo indicando un giro de 120 grados en
relacién a la recta sin cromo y la Q media toma wvalores 1.3
veces la normal.

Con 115.0 mg/l el coeficiente b contintia positivo, pero el giro
en relacidén a la recta normal es de 150 grados y la Q media

alcanza valores de 1.8 veces la normal.
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Estas variaciones de la tasa metabdlica indican que el cromo
actia como acelerador metabdlico, haciendo variar no sélo la Q
media , sino la velocidad de respiracién (b) tomando valores de
negativos a positivos, tendiendo a cero cuando el nivel de cromo
se incrementa, lo que significa que los ejemplares estén muy
cerca de la muerte. Estos resultados indican que la
respirometria es un método de ensayo valioso para identificar
los procesos que pueden ser afectados por una sustancia tdxica.
El efecto del cromo sobre la respiraciédn encontrd para los
camarones acaramelados, parece confirmar lo sugerido por Clarke
y Clarke (1985) que lo identifica como un acelerador metabdlico,
ademas de presentarlo como ulcerante del tracto digestivo vy
carcindégeno.

La tasa metabdélica para P. notialls fue calculada en funcién del
peso, temperatura y concentracidén de cromo por medio de andlisis
multivariables, (Zameton y Papathanassious, 1989) y las

ecuaciones que se encontraron son las siguientes:

Q0, = 142.830000 - 17.25p - 27.72T para 0.0 mg Cr/1
Q0, = 293.433063 - 21.676099 - 18.530964T para 1.3 mg Cr/1
QO0, = 487.223337 - 9.208816p - 30.083962T para 7.5 mg Cr/1l
Q0, = 682.994549 - 1.269671p - 50.083235T  para 115 mg Cr/l

En la tabla 20 se presentan los valores de QO, calculados para
temperaturas entre 20 y 30 °C y el peso de los animales

utilizados para las concentraciones de cromo investigadas. Se

observa, que la misma interpreta el comportamiento de la tasa
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metabdélica en funcidén de dichas wvariables vy resulta una
herramienta Gtil para estimar la respuesta esperada para

situaciones similares a las presentadas.

4.2.4 Comportamiento

Los efectos directos de diferencias en la calidad del agua sobre
el comportamiento de los organismos acudticos ha sido estudiado
experimentalmente desde diferentes puntos de vista. El1 método
del gradiente fue introducido originalmente por primera vez por
Shelford y Alle (1913) . Para crear el gradiente de
concentraciones utilizé un tangque alargado con un drenaje
central y entrada de agua por cada extremo, uno contaminado vy
otro limpio, creando asi diferentes concentraciones a lo largo
del tanque. Este método ha sido usado en muchas investigaciones
como las de Wells (1915, a,b, 1918), Powers y Clark (1943) vy
Jones (1947) entre otros. La técnica del fluviario para estudiar
las reacciones de 1los organismos acudticos a un gradiente de
concentracidén de agentes quimicos fue descrita por primera vez
por Hoglund (1953). Este sistema de gradientes permite que 1los
quimoreceptores o los receptores de clones bioldgicos de 1los
ejemplares ofrezcan una respuesta de atraccidén por las
sustancias toéxicas del medio. Esto es importante porque permite
evaluar el mecanismo de posible orientacidédn hacia los gradientes
de concentracidén de un contaminante, el cual pudiera ser fatal

para la supervivencia de los mismos o para las pesquerias en
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general, en caso de que una buena parte de la poblacidén fuera
atraida por el contaminante o los rechazara migrando hacia otra
zona.

Hoglund (1961) disefio la metodologia de 1los fluviarium para
estudiar el efecto de los gradientes de concentracién sobre 1la
posicidén de los ejemplares a diferentes unidades de tiempo y en
diferentes concentraciones creadas en un equipo disefilado por
el. Sutterling (1974) presentd una revisidédn sobre los sentidos
quimicos de los animales acudticos vy su respuesta a 1los
contaminantes, basado en los estudios de reaccidn a gradientes,
sefialando que la mayoria de los metales pesados provocan
reacciones de rechazo, aunqgque en algunos casos para
concentraciones letales no se observan respuestas de rechazo.
Camarones acaramelados P. notialls expuestos a un gradiente
entre 1.4 y 17.1 mg Cr/l1 (Fig. 29) mostraron un patrdén de
respuesta caracteristico de rechazo. El1 wvalor de la posicidn
media (“m.p.v.”) fue de 3.3, esto quiere decir que la posicidn
media que ocuparon los camarones dentro del fluviario (Fig. 6)
se correspondidé con la zona 3 donde existe un gradiente de
concentracién cercano al wvalor ©presumiblemente no dafiino
encontrado en este trabajo. Este “m.p.v.” se corresponde a un
valor de 1.2 (r.v.) o desplazamiento lateral de la distribucidn
media a la linea divisoria central del fluviario que estd entre

las posiciones 4 y 5.
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Como se aprecia en la figura 30, el 75 % de las observaciones
del comportamiento fueron de rechazo, pero se observd un 25% de
atraccidén entre 133.3 y 17.1 mg Cr/l. esto quiere decir gue en
caso de ser vertido un residual con cromo en una zona pesquera
habitada por una poblacidén de camarones siempre que se creen
concentraciones entre 11.0 y 13.0 (frontera de reaccidn) el 75%
de los camarones se dispersard Dbuscando nuevas Aareas para
sobrevivir y el 25% mostrard reacciones de atracciédn que 1lo
conducirdn a la intoxicacién o muerte. Esto trae consecuencias
fatales para la economia pesquera, vya dgue este tipo de
contaminante provoca una pérdida por mortalidad inducida o
intoxicacidén igual al 25% de la biomasa que serd traida por el
contaminante hacia la muerte. Pero como el resto se dispersaré
buscando otras &reas sera necesario intensificar el esfuerzo
pesquero, si se quiere obtener el mismo volumen de captura, de

cuando la poblacidén no estaba sometida a los efectos del cromo.

4.3 EFECTOS DEL COBRE

Los resultados del anadlisis fisico quimico, para los
experimentos de letalidad y de acumulacidén se muestran en las
tablas 21 y 22.

Los LC50 para los camarones P. notialis, se presentan el 1la

tabla 23; y se emplearon para construir la curva de toxicidad de

la figura 31. El1 LC50 para 24,48,72 y 96 horas fue de 18.0;
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11.0; 9.0 y 5.5 mg/l; respectivamente. Comprobdndose segun un
andlisis de Chi?, que el ajuste de las curvas fue bueno.

Con los valores de toxicidad se determiné un valor de 1.2 mg/l
como presumiblemente no dafiina vy permitid experimentar con
juveniles de camarén en un periodo de 120 horas con una
concentracién de 0.18 mg/l. Esta concentracidén aunque por debajo
de la presumiblemente no dafiina para los adultos, ofrecidé un
LT50 de 72 horas, (Fig. 32); indicando gque estos son mas
susceptibles que los adultos y representa un hecho desfavorable
para la supervivencia de la especie en un medio natural que
fuera contaminado con este elemento.

El experimento de acumulacidén durd 20 dias y permitid estimar el
factor de acumulacidén del cobre, para camarones adultos bajo el
efecto de una concentracién de 0.26 mg/l. E1 factor de
acumulacién fue calculado como 156 para 20 dias. Sin embargo si
tomamos en consideracidén los ejemplares de control en aguas con
9.9 png Cu/l, el factor de acumulacién serd de 2600 que podria
ser considerado como el normal para los camarones.

Para un experimento de letalidad con un periodo de contacto del
orden de los 10 dias, en una concentracién de 2.1 mg/l también
se obtuvo un factor de 157, semejante al determinado (156),
para el experimento de acumulacién. Todos los factores
calculados se presentan en la tabla 24.

La concentracién de cobre en los camarones sin someter al

contaminante fue de 56 mg/kg, con un 16.2 % de proteinas
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totales, sobre la Dbase de peso humedo para ambos. Las
variaciones de las concentraciones de cobre y proteinas en el
tejido de los camarones, en dependencia de la concentracidén del
medio acuadtico, se presentan el la figura 32. De la misma se
comprende gue existe una relacidédn inversa entre el contenido de
cobre en tejido y las proteinas totales; al parecer el cobre
ejerce un efecto degradativo de las proteinas corporales.

Los tiempos de letalidad medio de los ejemplares fueron de 160;
138; 96; 110; 48 y 32 horas, para concentraciones de 2.1; 4.9;
6.5; 9.0; 13.4 vy 15.4 mg/l respectivamente. Contrastando con el
tiempo en que pierden su actividad y el equilibrio, como se
muestra en la figura 34; observandose que la perdida de
actividad vy equilibrio son fendmenos dque se presentan uno
después del otro en un periodo de tiempo breve, para después
ocurrir la muerte.

E1l efecto que provoca el cobre del agua, puede comprobarse
indirectamente con las observaciones de las mudas, las cuales
ocurrieron solamente en los experimentos de control, fendmeno
ausente en los camarones sometidos a cualquier concentracidén de
cobre por encima de 2.0 mg/1.

Los factores fisico quimicos de todos los experimentos indican,
gue ninguno de ellos , a excepcidn del cobre, fue responsable de
las muertes ocurridas entre los camarones ya que los valores
coinciden dentro de los rangos que el A.P.H.A. (1985) y Sprague

(1973) proponen como Dbuenos para la supervivencia de los
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organismos vivos. Las variaciones dentro de los factores
empleados, fueron minimas. El pH del agua de control de un valor
maximo de 8.1; disminuydé solo hasta 7.7 en la concentracién de
15.4 mg/l; el oxigeno para ese mismo rango varidé de 7.22 mg/l
hasta 7.02 mg/l y la salinidad de 36.05 g/1 disminuydé hasta
35.79 g/1l, los cuales no pueden responsabilizarse con la
mortalidad ocurrida en las pruebas. Solo el cobre disuelto en el
agua es el Unico responsable de las mortalidades reportadas en
cada experimento, ya gque este elemento es capaz de provocar
convulsiones y expulsidén de heces con exceso de mucosa colorada
de verde (Garner, 1975) hecho que se observdé en los experimentos
de toxicidad 1llevados a cabo, ademds segin Hubschmann (1967b),
el cobre ©provoca la coagulaciédn de las proteinas y en
concentraciones por encima de 1 mg/l las enzimas respiratorias
se inhiben con bastante rapidez, aunque por debajo de esta, solo
es capaz de provocar la degradacidén celular de los tejidos en
periodos largos de exposicidn.

En los experimentos relatados agqui y como se sefialan en la
figura 33, se presenta cierta desnaturalizacidén de las proteinas
como indicaron Corner y Sparrow (1956). Esto se refleja en un
incremento del orden de 7 a 16 % en la disminucién de los
valores de proteina en aquellos camarones sometidos al efecto
del cobre desde 2.1 a 12.0 mg/l. Aunque se nota gque en
concentraciones de 15.0 mg/1, practicamente no ocurre

desnaturalizacién y esto se debe a la répida mortalidad que
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provoca la intoxicacidén cUprica que conduce a la coagulacidn de
las proteinas y se refleja en el mantenimiento del valor al no
darle tiempo a actuar. Una regresidén entre el contenido
proteico, segun la concentracidén de cobre acumulado en el tejido
vivo, dio un coeficiente de correlacién de 0.73, significativo
para un 95 % de confianza. Los coeficientes by y bi; hallados
fueron de 16.0629 y -0.5296 respectivamente. Con un ajuste a una
ecuacidédn de orden 3, se obtuvo un coeficiente de correlacidn de
0.88. El1 coeficiente by fue de 15.7682; by de 0.0138; b, de -
0.0001 y bs de 1.2660E’. Otro de los mecanismos de intoxicacién
por este elemento es la disminucién de los procesos
respiratorios, segln los trabajos de Jones (1942).

Los LC50 determinados nos permiten comparar los valores del
camardén con los de otras especies y situan a P. notialis en una
toxicidad intermedia entre el camarén C. crangon gque segun
Portman (1970) tiene un LC50 a las 48 horas de 19 mg/l y el
cangrejo Orconutes rusticus con un LC50 de 5 mg/l para 48 horas
segun Hubschmann (1967a). Aungque Portman (1970) seflala que el
LC50 para el camarédn Pandalus montagui es de 0.14 mg/l, con un
patrén de respuesta de mayor susceptibilidad que P. notialis,
ademés conocemos por Clarke (1947) que los escaramujos tienen un
LC50 para 48 horas de 0.35 mg/l, por lo que estos organismos son
muy sensibles al cobre soluble. Entre las especies marinas

sensibles, se encuentra el salmén Salmo salar con un LC50 para
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48 horas de 0.3 mg/l (Grande, 1967) y los juveniles de camardn
gque mueren el 50 % de los ejemplares en 72 horas con una
concentracién de cobre de 0.18 mg/l. Se reporta por Sprague y
Ramsay (1965) que los salmones juveniles comienzan a morirse por
encima de 0.032 mg/l, suponiéndose que los juveniles son mas
susceptibles a las concentraciones bajas de cobre.

Como se observa en la figura 34, los primeros efectos de
intoxicacién con cobre se presentan como una perdida de
actividad y equilibrio en 1los camarones, provocando dJue no
puedan escapar de sus predadores vy mueran comidos ©O por
intoxicacién crénica al no poder escapar de la zona de
afectacidn.

Esto ocurre porque la accién del cobre sobre los organismos
acuaticos es la que ocurre a nivel de las mucosas de las
branquias, provocando la sofocacidédn o el dafio directo de las
mismas. Los lamelos tienden a colapsarse lo dque provoca la
hipertrofia e hiperplasia; ahora bien a nivel metabdélico, segln
Alabaster vy Lloyd (1984), se presenta una reduccidédn de la
capacidad branquial para oxidar el lactato y como efecto
secundario ocurren desordenes hepaticos y renales, los cuales en
caso de persistir la contaminacidén, terminan pereciendo.

Estos primeros efectos ocurren a concentraciones mas bajas que
las letales vy después de 1las 48 horas a una concentracioén
(letal) de 11.0 mg/l. Si analizamos la pérdida de equilibrio vy

actividad, notaremos que a 6.5 mg/l estos se presentan,
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indicando gque desde concentraciones tan bajas como 1.2 mg/l en
120 horas ya pierden el equilibrio, concluyéndose que
concentraciones mayores gque 1.2 mg/l son peligrosas para el
camardén aunque segun la ecuacidn de van Horn (1949), recomendada
por FAO (1982), esta concentracién no debia ser dafiina, hecho
qgque llama la atencidén sobre el uso de este calculo tedbrico, sin
un trabajo experimental mas amplid que permita conocer realmente
cuando no ocurren efectos secundarios de intoxicacidén y un
indicativo a recomendar pudiera ser la habilidad o capacidad de
mudar y crecer.

La figura 34, representa al patrdén de respuesta tedbrico qgue
Wilson (1972) presentd y explicd para los metales pesados, el
cuadl se cumple para el cobre con los camarones cubanos.

El experimento de acumulacidén demostrd que los camarones son
capaces de concentrar el cobre disuelto del agua en sus tejidos
y explica como ocurre la muerte de los ejemplares por una
entrada de este metal a sus tejidos; penetracidén que conlleva a
una intoxicacidén del animal por este elemento, comprobandose que
el factor de acumulacidén es semejante para ejemplares sometidos

a concentraciones entre 2.0 y 12.0 mg/1.
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4.4 EFECTOS DEL PLOMO

El peso medio de los ejemplares experimentales (5.7 g), asi
como el maximo (10.9 g) y el minimo (2.9 g) de la totalidad
del grupo experimental, asi como los de cada concentracidén de
prueba se presentan en la tabla 25. Segln una prueba “t” no
existieron diferencias estadisticas significativas entre 1los
ejemplares de cada serie con un o« de 0.05. Con los pesos
individuales por camardédn se estimaron los largos, segun la
ecuacién de Nikolic y Garcia (1967), pudiéndose comprobar que
para cada prueba el largo mayor no superaba en dos veces al
menor, que es uno de los requisitos indispensables, segun el
APHA (1992), para considerar las respuestas de bioensayo como
validas.

El resultado de las determinaciones fisico-quimicas, para el
agua de cada prueba de toxicidad se presenta en la tabla 26; y
todas son consideradas como normales para un comportamiento
estandar.

Con los datos de las LC50, LC84 y LCl6 se construyd la figura
35, donde aparecen las curvas de toxicidad para los diferentes
periodos de tiempo. El1 LC50 para el menor numero de horas que
se pudo obtener fue el de 96 horas, ya que no se reportaron

mortalidades cercanas o mayores al 50% en las concentraciones
ensayadas, ya que después de los 10 mg/l de plomo (10 000 pg/l)

parte de este precipitaba en el agua salada por lo que las

mortalidades descendian.
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Los tiempos de letalidad (LT50) para la mitad de los camarones
fue de 300; 216; 140; 120; 115 y 96 horas para concentraciones
de 560; 900; 1800; 5600; 6000 y 8700 pg/l respectivamente.
Estos resultados se comparan con el tiempo que pierden la
actividad (PA50) vy el equilibrio (PE50) 1la mitad de los
ejemplares segin se observa en la figura 36. No se observd
ninguna relacidén entre la muda y la concentracidén de plomo, ya
que en los camarones de todas las series experimentales
ocurrieron mudas durante los diez dias de experimentacidn.

La concentracién umbral fue determinada segun el método de

Powers (1917) recomendado por Jones (1964) como la mejor
estimacién. Esta alcanzdé el valor de 50 ug/l, indicandose que

para que los camarones no sufran ningun dafio subletal con
plomo, las aguas receptoras no deben alcanzar concentraciones
por encima de esta concentracidn.

Todos los valores de los analisis fisico-quimicos del agua
experimental empleadas en las pruebas de toxicidad, se
reportan en las tablas 1 y 26. Excluyendo los de plomo, el
resto de los factores no se consideran como limitantes para la
supervivencia de los camarones si se comparan con los rangos
recomendados en el APHA (1985) y por Sprague (1973), por 1lo
cual se considera que el TUnico factor responsable de 1la
mortalidad de los ejemplares estudiados fue el ©plomo,

provocando este muy pocas variaciones en las caracteristicas
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ambientales, temperaturas, salinidad, oxigeno y pH como se
comprueba del andlisis de las tablas sefialadas.

El plomo indujo la mortalidad de los camarones por dos vias,
una que conduce al bloqueo del funcionamiento del sistema
circulatorio por coagulacién de la sangre (Marchetti, 1962) vy
Vibrenzo et al. (1988) vy otra por medio de un mucus gue
aparece cubriendo las branquias y que al coagularse provoca la
anoxia de los ejemplares (Carpenter, 1925) o bien por ambas
vias combinadas; aunque se hace evidente que existe dafio al
sistema nervioso, (Moore y Llowe, 1985), vya que los camarones
antes de morir perdian el equilibrio y mostraban una posiciédn
vertical o nadaban dando oscilaciones circulares continuas
para luego caer en el fondo de los recipientes de ensayo,
adoptando una posicidédn dorsal.

Los LC50 determinados para el P. notialis permiten compararlos
con el P. montaqui que Portman (1970) presenta con una
toxicidad (LC50) de 375 mg/l en 48 horas. Esto denotaria que
nuestro camardn es méds sensible, ya que a 20 mg/l en 96 horas
fue observado el LC50. Al parecer, la sensibilidad de esta
especie no es general para otros metales pesados, vya que
Suédrez et al (1977) demostraron que para el cobre era mas
resistente que el P. montaqui segun resultados de Portman
(1970) .

El fendmeno de intoxicacidén con plomo en los camarones

estudiados, se presenta en un inicio como una pérdida de su
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actividad motriz, posteriormente aparece la pérdida del
equilibrio y finalmente ocurre la muerte, como Se representa
graficamente en la figura 36. Los primeros sintomas de pérdida
de actividad, aun sin llegar a la pérdida del equilibrio o a
la muerte, provocan gque los camarones sean una presa facil a
su predador y mueran devorados, o por la intoxicacidédn crdénica
que se produce en ellos al no poder escapar de la zona

afectada con este agente contaminante. Los sintomas de
intoxicacién ocurren desde concentraciones de 560 pg/l a las

120 horas de exposicidén, antes de las 300 horas, gque es
cuando se presenta para esa concentracidén la mortalidad.

Si observamos 1la curva de la figura 36 notaremos dgue por
debajo de 1000 pupng Pb/l las lineas tienden a Thacerse
asintdéticas, por eso entendemos que la concentracidén umbral
que reportamos como de 50 pg/l es suficiente para considerarla

como concentracidédn de seguridad que permita la supervivencia
de los ejemplares, sin dafio aparente, hecho que debe ser

corroborado con experimentos subletales de larga duracidn.
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5.0 CONCLUSIONES

5.1 DDT

1- Entre los métodos utilizados para medir la toxicidad letal

del DDT sobre las postlarvas de langosta, el de los probits fue

el més representativo del fendmeno de intoxicacidén y esto fue

corroborado mediante andlisis de covarianza, coeficientes de

determinacidén y pruebas de residuos.

2- Las LC50 (Probits) para 24; 48; 72 vy 96 horas fueron

determinadas como de 28.1; 10.7; 8.6 y 7.2 ppb.

3- La ecuacién para la toxicidad letal media (96 horas) fue:
log LC50 (96h) = (5.0000 - 2.6635) - 2.730934

y segtn una prueba Chi’? se demostré su ajuste a una linea recta

es significativo con una probabilidad de 0.05

4- E1 umbral de toxicidad fue calculado por debajo de 5 ppb.

5- Las pruebas subletales sobre el crecimiento de postlarvales

con  una concentracidn de 1 pprb, demostraron que esta

concentracién inhibe la muda y el crecimiento de los ejemplares,

no asi su respuesta a estimulos externos y a la alimentacién.

6- La concentracidén presumiblemente no dafiina fue calculada

como 0.47 ppb (ug/1).

7- Para los ejemplares de control, el ajuste a ecuaciones de

crecimiento logistico y de Gompertz permite explicar el fendmeno

del crecimiento, no asi la de Bertalanffy que mostrdé las mayores

variaciones respecto a los valores observados.
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8- La tasa de crecimiento media "k" fue estimada en 0.2022 =

0.1495 y es tipicamente geométrica progresiva.

5.2 CROMO

1- E1 licor cromo provoca los efectos tdéxicos carateristicos de
un metal pesado y es un residual de relativa estabilidad.

2- E1 LC50 para P. notialis a las 24; 48; 72; 96 y 120 horas fue
de 198; 95; 74; 73 y 52 mg Cr/l respectivamente.

3- Los LT50 para concentraciones de 1123.6; 92.7 y 74.16 mg Cr/1
fueron de 24; 48 y 96 horas respectivamente.

4- Todos los ejemplares ates de morir mostraban evidente pérdida
de equilibrio y actividad.

5- Se calculd la concentraciédn que presumiblemente no es dafiina
como 6.2 mg Cr/1.

6—- No se comprobd diferencias estadisticas significativas en el
comportamiento entre los camarones colectados en la Ensenada de
la Broa y en la Bahia de Cienfuegos.

7- La tasa media de acumulacidén para el cromo fue de 60.6 ug
Cr/kg/dia y la de desacumulacién de 41.5 p Cr/kg/dia.

8- El1 coeficiente de Van Hoff (Qip tomdé un valor de 2.23 con un
error medio de 0.009.

9- Las ecuaciones de la tasa metabdlica a 27°C segin el peso de
los ejemplares sometidos a concentraciones diferentes de cromo

fueron:
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Q:,:°c = 405.15 p°12 (03.82 g de peso y 115.0 mg Cr/1)

0% = 111.42 p°-32 (11.60 g de peso y 7.5 mg Cr/1)

Q7% = 5584.61 P1%7 (13.31 g de peso y 1.36 mg Cr/1)

Q% = 548.73 p %% (13.70 g de peso y 0.0 mg Cr/1)
10- El1 cromo actlla como un acelerador metabdlico wvariando no
solo, la tasa metabdlica media, sino la velocidad de respiracidn
que tomd valores de negativo a positivo tendiendo a cero para
concentraciones letales.
11- Las ecuaciones para calcular la tasa metabdlica en funcidn

del peso, la temperatura y la concentracidén de cromo fueron las

siguientes:

Q0, = 142.83 - 17.25p - 27.72T para 0.0 mg Cr/1

Q0, = 293.433063 - 21.676099 - 18.530964T para 1.3 mg Cr/1

QO0, = 487.223337 - 9.208816p - 30.083962T para 7.5 mg Cr/1

Q0. = 682.994549 - 1.269671p - 50.083235T para 115 mg Cr/1

12- Los camarones mostraron una reaccién de rechazo al

incremento del gradiente de concentraciones experimental con un

A\Y 44 ANY

mpv” de 3.3 y un “rv” de -1.2.
13- El1 umbral de preferencia estimado sobre la Dbase de las
reacciones de comportamiento esta cercano a la concentracidn

calculada como presumiblemente no dafiina.
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5.3 COBRE

1) E1 50 % de los camarones P. notialls mueren en un periodo de
24, 48, 72 y 96 horas, si son sometidos a concentraciones de
18.0; 11.0; 9.0 y 5.56 mg/1.

2)La concentracidén normal de cobre en el tejido para los
camarones P. notialis es de 56 + 36 mg/Kg con 16.2 % de

proteinas totales, ambos sobre la base de peso humedo.

3) Segun la concentracidédn que Mc Kee y Wolf (1963) consideran
como téxico para el hombre, para que una persona se intoxique
con camarones tendria que devorar de una vez entre 500 y 1000
camarones, por lo gque no existe un peligro real en su ingestidn.
4) Los camarones ©pierden el equilibrio antes de morir,
ocurriendo esto ultimo en concentraciones de 1.2 mg Cu/l.

5) La concentracidédn presumiblemente no dafiina , calculada segun
Van Horn (1949) es realmente dafiina, porque provoca pérdida de
actividad y equilibrio, facilitando que los ejemplares queden
indefensos.

6) Una concentracidén de 0.18 mg/l es capaz de provocar cierta
letalidad en el 50 % de los camarones juveniles en un periodo de
exposiciédn de 72 horas.

7) Una concentracidén de 2.1 mg/l es capaz de evitar que ocurra
la muda a los ejemplares que estén sometidos a ella.

8) E1 factor de acumulacidén para el cobre en los camarones es
del orden de unas 155 veces, para una concentracidén por debajo

del nivel letal.
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9) Se deberd evitar que ocurran vertimientos de residuales con
cobre a las &4reas costeras, las cuales provocarian mortandades a
fases Jjuveniles de diferentes organismos, ya dque se ha

demostrado que estos son mas susceptibles que los adultos.

5.4 PLOMO

1- E1 LC50 de los camarones P. notialis fue de 20190; 3922;
3140; 2128; 1508 y 1148 ph/1 para periodos de 96; 120; 144;
168; 216 y 240 horas.

2- Los LT50 fueron de 300; 216;; 140; 120; 115 y 96 horas para
concentraciones de 560; 900; 1800; 5600; 6000 y 8700 pg/l
respectivamente.

3- Para la concentracién de 560 pg/l ocurre la pérdida de

actividad en los camarones a las 120 horas y la pérdida de
equilibrio a las 240 horas, muriendo los ejemplares a las 300
horas; esta fue la menor concentracidén a la cual reportamos un
valor igual o mayor al 50% de la mortalidad.

4- Los camarones sometidos al efecto del plomo, primeramente
pierden actividad, posteriormente el equilibrio y finalmente
mueren.

5- La concentracién de seguridad o umbral para el plomo fue de
50 wpg/l, wvalor que no debe ser superado en las aguas

receptoras.
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6.0 RECOMENDACIONES

Como recomendacidén general, cada vez gue sea posible debera
utilizarse el método de los probits para el andlisis de 1los
resultados de los bioensayos de toxicidad, ya que es la Unica
metodologia que permite realizar una evaluacidén estadistica de
la informacidén recopilada, lo cudl le ofrece a los datos una
posibilidad mayor de ser comparados con otros publicados por

diferentes autores.

6.1 DDT

1- Evitar la fumigacidén masiva con DDT en las cercanias a las
dreas de abundancia de postlarvales de langosta, y asi evitar
sus efectos subletales sobre la muda y el crecimiento.

2- Utilizar con precaucidén la metodologia de Von Bertalanffy
para el andlisis del crecimiento de postlarvales de langosta,
porque no representa en su totalidad al fendmeno del
crecimiento, como se demostrdé mediante su comparacidédn con otras
ecuaciones.

3- La wutilizacidén de modelos 1logisticos para interpretar el

crecimiento en largo de los postlarvales de langosta.

6.2 CROMO
Debido a la toxicidad que es inducida por los residuales de
las tenerias que contienen cromo se recomienda tratar los

residuales con un sistema que no permita una concentracidédn de

107



salida mayor a 6.2 mg Cr/l y para esto podria contemplarse la
separacidén y pretratamiento de varias fracciones de desecho,
seguidas de un tratamiento bioldégico en una serie de lagunas
aerobias y anaerobias estratificadas que permitirian obtener
una reduccién del orden del 85 al 95 % para la DBO y 1los
s6lidos suspendidos. Si no existe un area con espacio
suficiente para la construccién de lagunas de estabilizacidn
se podria wutilizar el sistema de canales de oxidacidén que
segun datos recientes es capaz de lograr reducciones del orden
de los 98 % para la DBO, pero la bibliografia también sefiala
que la filtracidén por prensas es capaz de obtener un sdédlido

[©)

que después de su tratamiento con FeSOs al 3 % y CA(OH), al 15

o)

% resulta como no contaminador.

6.3 COBRE

Se recomienda evitar la ocurrencia de vertimientos de
residuales o licores que contengan una concentracidén de cobre
superior a 0.1 mg/l; donde no se reportd degradacidn
enzimatica ni pérdida de equilibrio y de -esa forma se
evitarian mortandades a las fases juveniles de esta especie de

importancia comercial para Cuba.

6.4 PLOMO
Respecto a este metal pesado se recomienda no sean vertidas a

las aguas costeras residuales que logren incrementar el
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contenido de plomo por encima de 50 ug/l, debiéndose efectuar
el tratamiento de los residuales que lo presenten para evitar
dafios al ecosistema que podrian provocar perjuicio a la salud
del hombre o deterioros a los recursos pesqueros de la
plataforma cubana y llevar a cabo experimentos de acumulacidn
o0 subletales para evaluar un dafilo que se presentaria en las
poblaciones camaroneras, en caso de ocurrir una contaminacidn

por este elemento.
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Tabla 1: Caracteristicas fisico quimicas del agua de dilucién utilizada en

los bioensayos.

PRUEBA ESTADISTICOS OXIGENO TEMPERATURA SALINIDAD pH
DDT Media 6.98 26.0 35.6 8.0
D.E 0.45 0.5 0.9 0.2
Cr Media 6.96 25.5 36.7 8.0
D.E 0.17 0.20 0.7 0.1
Pb Media 6.50 28.3 36.7 8.2
D.E 0.30 0.30 0.3 0.2
Cu Media 7.02 26.7 36.1 8.2
D.E 1.70 1.4 0.1 0.7
Tabla 2: Largo medio (base de anténulas hasta final del
tolson). desviacidn estandar (D.S). minimos Yy maAximos
para los post larvalss sometidos a experimentacidn con
DDT.
EXPERIMENTOS | LARGQD (mm) D.S. MINIMO MAXIMO
CONTROLES 26.1 6 . 4 16.5 40 . O
TOXICIDAD 26 .8 7.2 16.0 40.0
CRECIMIENTO 26 .5 5.5 16.0 490.0
Tabla 3: Cantidad de ejemplares utilizados para las
pruebas de toxicidad con plomo y Su relacidn por sSexo.
NHo. EJEMPLARES|PEISC MEDIO (g) PESC TOTAL SEXO
(g)
130 5.7 735 Ambos
58 5.2 302 Machos {(45%)
72 &.0 433 Hombras (55%)
Tabla 4: Peso de los ejemplares utilizados y cantidad

Dor sxXperimento para las prusbas con cobra.

TIPFQO DE NUMERC DE PESCO MEDIO PESQ TOTAIL
BICENSAYQ EJEMPLARES (g) (q)

Letal 100 3.6 363
Acumulacidn 20 4.5 a0
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Tabla 5: Guia para la seleccidén de las concentraciones
de ensayo, basadas en la biseccidén progresiva de los

intervalos en una escalas logaritmica.

Reish vy Oshida, 1986),

{(Modificado de

1 2 3 4 5
10.0
8.7
7.5
8.5
5.6
4.9
4.2
3.7
3.2
2.8
2.4
2.1
1.8
1.8
1.4
1.2
1.0

Tabla b: Ejemple nueérico para el cilculo de 1a LE30 2 las 48 horas de tangostas Panulirus argus,
{Modificada de Sudrez, et al, 1973).

CONC
%

HORTT N

{%)

H

it P

Fe

T
It /PR

Wy

LH

WY

i

LE

0,
13
12
5,4
8,7
10,0
13

]
0
13

I
W

3
&3
104

18
10
13

"
i

19
13
10

0,1139{0,0£38] -
10, 307210,255214,0789
0,748210,5598)4,46942
0,9395{0,8827]5, 0060
L0000} ,0000613,354]
1430311,2177) -

1,0877
4,087
5,443
5,1124
5, 2607
5, 5804

2,4579

3,8892
34955
4,9995
5,309
5,417

01,1497
04550
0, 4047
0,433
0,620
4,5425

{4971
68250
7,2804
§,3342
80678
54250

0,170
3, 4480
5, 4477
5,9529
B,0678
£,3582

1,479
26,5438
34,185
31,4778
41,0885
.07

0,453
13,410
25,5773
29,759
43,0085
4,77%

7,044
15,1259
22,M77
74,9950
28,4185
41,1359

3,019
{747
4,075
5,5930
8,0678
7,187

10,577
13,2343
160, 5161
158,373
229,2748
231,3872

ko= 0,8264
¥ =4,9244
b= 3,395
tog LSO = 0,8484
log 1082 = 0,9187
fog LELA = 0,771

{hit jealcylado)

B3 = 0,

0318

lia.gup. LC3D = 7.4

lie.inf. LC3G = 6,8
LSO = Tlie.sup. LCB4 = 8,47
LEBS = Blis.inf, LCBA CF
LCL6 = Slim.sup, LO16 = 4,2%

lim.inf, LE16 = §,4%

2,12 ¢ Chit {tah

35,43

529, 4447

175,471

132,987

118,787

76,484

893,3620

++ La linealidad de la recta es significativa, la avesira es homogénea,




Tabla 7: Probits y mortalidad pporcentual de Bliss, 1935.

MORTALIDAD| PROBITS)|MORTALIDAD| PROBITS||MORTALIDAD| PROBITS
(%) (P) (%) (P) (%) (P)
1 2,674 § 60 5,253 90 6,282
5 3.355 62 5,308 91 6,341
10 3,718 | 64 5,358 §| 92 6,405
15 3,964 66 5,412 93 6,476
20 4,158 68 5,468 || 94 6,555
25 4,326 | 70 5,524 95 6,645
30 4,476 72 5,583 96 6,751
34 4,588 74 5,642 97 6,881
36 4,642 76 5.706 98 7,054
38 4,694 | 78 5,772 || 98,5 | 7,170
40 4,747 80 5,842 | 99,0 | 7,326
42 4,798 81 5.878 | 99,1 | 7.366
a4 4,849 82 5,915 | 99,2 | 7,409
46 4,900 83 5.954 || 99.3 | 7,457
18 4,950 84 5,994 | 99,4 | 7,512
50 5,000 85 6,036 | 99.5 | 7,576
52 5,050 | 86 6,080 § 99,6 | 7,652
54 5,100 87 6,126 | 99,7 | 7,748
56 5,151 88 6,175 | 99,8 | 7,878
58 5,200 BY 6,226 || 99,8 | 8,090
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Tabla 8: Probitas de trabaJo, méadximos. minics, rango vy
coeficientes de peso. (Finney. (1871)

Pe Y-P/Z(min) 1/7 Y+Q/Z{max)| Pe Z% /PQ
1.1 0.8579 5034,0 89,1421 8.9 0,00082
1.2 ,9522 3425,0 99,0478 8.8 O,00118
1.3 1,0462 2354,0 8,9538 8,7 0,0018687
1.4 1.1400 1634,0 8.8600 8.6 0,00235
1,5 1.2334 1146,0 8,7666 8,5 ©,00327
1.6 1.3288 811,50 B8.6734 8.4 0,00451
1.7 1.4194 580,50 8,5806 8,3 0,00614
1.8 1.5118 419,40 8,4882 8,2 C,00828
1.8 1.,6038 308,10 58,3962 8,1 0,01104
2.0 1.6854 225.60 8.3046 8.0 0,01457
2.1 11,7886 168,C0 8,2134 7.9 0,01903
2.2 1.8772 126,34 8.,1228 7,8 0,02458
2,3 1.9673 a95.,960 B8,0327 7.7 0,03143
2.4 2.05688 73.820 7.9432 7.8 0.,03977
2,5 22,1457 57,080 77,8543 T.5 Q,04979
2.6 2.2339 44,654 7.7661 7.4 0.,.068168
2.7 2.3214 35,302 7.,8788 7.3 0,07564
2.8 22,4081 28.188 7.5919 7,2 0,09179
2.9 22,4938 22,736 77,5062 7.1 0,11026
3,0 2,567886 18,522 7.4214 7,0 0,13112
3.1 2,6624 15,240 7,3378 6,9 0,15438
3.2 2,7449 12.666 7.25851 6.8 0,17994
3.3 22,8281 10,6833 77,1739 6,7 0,20774
3.4 22,9080 9,0154 7,0840 6,6 0,23753
3.5 2,8842 7.7210 7.,0158 6,5 0,26907
3.6 3.,0806 6.68788 6.9394 6,4 0,301098
3,7 3.,1351 5,8354 6.8648 6.3 0,33589
3.8 3,2074 5,1497 8,7928 5.2 0,37031
3,9 33,2773 44,5903 66,7227 6.1 0,40474
4.0 3.3443 44,1327 65,6567 8.0 0.43863
4.1 3.4083 33,7582 6.5917 5.9 0,47144
4.2 3.4687 3.4519 65,5313 5.8 0.50260
4,3 3.52561 33,2025 66,4748 5,7 0.53159
4.4 3.5770 3.0010 65,4230 5.6 0,55788
4,5 3.6236 2.8404 6,3764 5,5 0,580099
4.6 3.6643 2.7154 6.3357 5.4 0.,80052
4,7 3.6982 2,8220 56,3018 5,3 0,61609
4.8 3.7241 2,.5b673 6,2759 5,2 0,82742
4.9 3.7407 2,5182 6,25583 5.1 0,.83431
5.0 3.7467 2.5088 66,2533 5,0 0,B63662
5.1 3.,7401 2.5192 68,2559 4,9 0,63431
5.2 3.7188 22,5573 68,2814 4.8 0,862742
5.3 3,.8798 2.,.8220 68,3202 4.7 0,816809
5.4 3.68203 22,7154 65,3797 4.6 0,B60052
5,5 3,5380 2.8404 6,46840 4,5 ¢ ,580989
5.6 3.4220 3,0010 65,5780 4,4 0,55788
5,7 3,2724 3.2025 8,B6276 4.3 0,53159
5.8 33,0794 3,4519 68,9208 4,2 0,50260
5,9 22,8335 3,7582 7.,1665 4.1 0,47144
6.0 2.5230 44,1327 T,4770 4,0 0,438863
5,1 2,1324 4.5903 7.8676 3,9 0.,40474
6,2 1.6429 5,1497 88,3671 3.8 0,37031
6.3 1.0295 5.8354 8.9705 3.7 0,33589
5.4 0.26808 56,8788 $.7394 3.6 Q.30199
5.5 00,7082 T.7210 10.705 3.5 0.26307
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Tabla 9: Chi* v probits para una probabilidad
de 0,00 segin los grados de libertad (g.l) del
experimento. Modificado de Moller (18979).

g.1. chiz || g.1. Chiz

1 3,841 16 26,298
2 5,991 17 27,587
3 7,815 18 28,869
4 9,488 19 30,144
5 11,070 20 31,410
B 12,582 21 32,670
7 14,087 22 33,824
8 15,507 23 35,172
9 16,919 24 36,415
10 18,307 25 37,652
11 19,875 26 38,885
12 21,026 27 40,113
13 22,362 28 41,337
14 23,685 29 42,557
15 24,3996 J 30 43,773

¥ = {[2(wy? ) -y2(wy) I-b[Z(WRYy)-XZ(wy) ]}

gl = n - 2

Si x* cal <« x* tabla > Los datos son
consistentes con la linea de regresidén calculada,
es decir, que las observaciones no difieren més de
la curva de mortalidad-dosis, gue con frecuencia
padria esperarse al azar.

123



Tabla 10: Valpras experiaentaies de mortalidad de langostac P, argus en
Dimecrén. (Modificado de Sudrez et al, 1972).

| ocone. | MORTALIDAD | MDRTALIAD | MORTALIDAD Chi?
opR OBSERVADA | ESPERADA { 0BS-ESP
(%) £

2,50 8 | 100(99,7) 98,4 1,1 0,0090
1,00 10 90 93 7,9 0,0180
0,70 3 43 59 4,0 ¢,0080
2,50 10 a0 1 1 4,0 0,0040
0,35 B i3 18 5,0 0,0250
0,20 10 0(6,7) { 0,3 0,0004

Ecuacion de zjuste
Mort(%)=115,3562[ conc{ppe}]1-22,03%%
r= 4,988 ¥t 95%

€ o
L]

K

N’
LB
LC50
EL14

1

[ |

4 7]
2]

Ta
1

= 1,2

N = 5,48
1,20 ppa
2,40 ppa
0,38 ppm

lim. sup. 0,91 ppa
l LCa0
lim. inf. 0,51 ppm

[{1,20/0,48)+{0,4B/0,3811/2 = 1,78

& {Nomograsma}

ZIChiZ{N)] = 0,58

Lhi? tabla,93iP (K-2) = 9,49

7,49 > 0,08 La

homogenejidad

de los datos es significativa.
Ajuste de la aruacidn de ia
recta gs significativo con una

grobabilidad del

fLLSD = 1,78
1,37
f5=a

lim. sup. § =
iim. inf. § =

95% .

2,77/030

= 1,34

1,37

2,34

1,30
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Tabla 1{: Valores corregidos para un efecta de @ 4 190%, correspandiente s los
valores esperados

. {Litchfield y Wilcowan, 194%;

BFeco 6 [+ {2 43 L ls e i1 i |3

ESPERADE
i <ol oot ] L3 Le] 201 23l 2,60 2.9
19 320 03S) onel 4] a4 a7 a0 520 55 57
2 b &2 651 671 7,00 72| T4 e T8 B
) 830 8,40 86| 88| 90 121 9,3 94| 9,6 9.8
2 9,2 | 16,0 | 10,1 { 10,2 1 10,3 { 16,3 | 10,4 ¢ 10,4 | 10,4 | 18,5
5) - 1§9,5 89,6 | B9.6 | 89,4 ] 89,7 | 89,7 | 29,8 | 89,9 | 90,0
50 99,1 { 99,2 1 90,4 | 90,5 { 90,7 [ 90,8 | 9,0 [ 91,2 { 9,4 | 91,8
79 91,7 | 9,992,211 92,4 ) 92,6 1 92,8 | 92,01 93,7 | 93,5 ) 93,8
90 | 94,0 | 94,30 94,5 (94,8 195,10 95,71 95,6 95,9 9,7 | 9,5
% 9.8 | 97,1 | 97,4 | 97,7 ) 98,0 | 98,4 | 98,7 99,0 | 99,3 | 99,7
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Tabla 12: Concentraciones letales para el 50. 84 v 16 %
segun el tiempo de observacidn para los métodos aritmetico
(A).: logaritmico (L.} v probits. para postlarvales en DDT.
TIEMPO A L PRCBITS
LCS50 LC50 LC50 LC84 LCls
24 h 29.1 33.0 28 .1 2.8 12 .7
48 h 10.8 11.8 10.7 37.1 02.2
72 h 0& .2 o8 .3 08 .6 12.3 0% .5
96 h 0D6.9 07 .1 07 .2 16.9 o02.4
Tabla 13: Coeficientes de la ecuacidén de la recta y wvalores
de Chi? para cada tiempo de reaccién de postlarvales en DDT
TIEMPO DE Chi< COEFICIENTES DE LA RECTA
REACCION
REACCION TADLA CALCULADO A b VARTANZA
24 h 5.991 0.9121 -0.37%8102 3.71444 0.912056
43 h 5.991 0D.5344 +3.067592 1.87997 0.534375
72 h 5.991 0.2524 ~1.199844 6.62914 4, 252409
926 h 7.815 1.0429 +2 . 663518 | 2.73093 {1.042871
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Tabla 14: Constantes de crecimiento

(k) para

cada instar

Yy parametrogs de la ecuaciédn lineal gque lo relaciona segan

segin la k. PL (postlarva) vy largc medio (Limedioco])}.
INSTAR i DS PL L{imedio]

12 0.3867 0.1558 1 18.27
13 g.2786 0.1247 2 21.00
14 C.2906 0.1451 2a 21.33
15 Q.1779 0.1252 3 23.50
186 G.1383 0.0856 4 25.03
17 0.1505 0.0991 5 25.84
18 0.16875% 0.1150 8 27 .57
19 0.1336 0.0581 7 30.88
20 0.1604 0.0468 Ta 34 .60
21 ¢ .0662 0.01786 8 38.25
22 0.1134 0.0442 g 40 .00

PROMEDIQ 0.2022 G.1485 R R KKK R Kk 26 .45
A C.5998
b -0.0242
r 0.8631

Tabia 15: Ecuacianes de crecimiento ge kurata, segin varios autores

¥y valares de

1z constante K",

ECUACTON ALTOR "E"
Lo+l = 1,03038% + 1,031371 iln} Este trabaja 0.03089
Lo+l = 4,401000 + 09800000 (Ln} Travis (1954} .02020
Ln+l = 1.807400 + 1.07330 {Ln} Sutciife (1957) N.G7040
| LA+l =-4, 500000 + 1,33909 {Ln} l Buesa {1972} 030470

Tabla 16: Valores encontrados para el analisis de

regiduales v loas coeficientes de determinacidén

prara cada ecuacidn de ajuste.

ECUACION ANALISIS DE COEFICIENTES DE
DE AJUSTE RESIDUALES DETERMINACION (72)
BERTALANFFY 13.170 C.889

LOGISTICA ¢.3:0 1.000

GOMPERTZ - 0.420 1.000
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Tabla 21

los experimentos semicontinuos de letalidad,

. Valores fisico-quimicos medios obssrvados durante

CONCENTRACION DE COBRE EN MG-L
PARAMETRO | CONTROL 2.1 4.9 6.5 9.0 13.4 15.4
pH 8.1 8.1 8.0 8.0 7.9 7.6 7.7
SALINIDAD 36.05 36.03 |36.35135.82[35.97 35,56 35.79
(g-1)
OXIGENO 7.22 7.5 7.00( 7.44 [ 7.35 7.0 7.02
{mg.”1)
TEMPERAT . 27.9 26.9 | 25.0 | 26.9 | 26,9 | 25.0 27.0
(°C)
PEZ0O MEDIO 1.6 3.0 4.3 3.3 3.0 4.3 4.0
(g)
EJEMPLARES 40 10 10 10 10 10 10
PESO TOTAL 144 30 43 33 30 43 40
(g)
Tabla 22 Factores fisico-quimicos observados durante los
experimentos de acumulacidén en el agua experimental.
PARAMETRO CONTROL : MAX ¥ MIN| 0.26 ppm MAX Y MIN
pH 8.1 6.5-7.5 8.1 6.1-7.4
SALINIDAD 36.24 36.2-36.3 35.95 35.7-36.2
(gr1)
OXIGENQ 7.13 6.5-7.5 6.92 6.1-7.4
(mgs1)
TEMPERATURA 25.7 23.5-26.0 25 .7 23.5-26.0
(°C)
PESO MEDIO 4.4 2.0-6.7 4.6 3.3-6.6
(g)




Tabla 23: Tasas de mortalidad observadas en los bioensayos
|de letalidad con _cobre.

TIEMFPO L C 50 L C 84 L C 16 LLIM. CONF.

{HORAS) _ DEL LC %0
24 18.0 115.0 3.3 36.0~9.0
32 14.0 60.0 3.2 25.9-7.6
48 11.90 48.0 2.3 19.8-6.1
72 9.0 40.0 2.0 16.2-5.0
96 5.5 22.0 1.4 9.4-3.2
120 4.5 16.0 1.3 7.2-2.8
144 4.5 16.0 1.3 7.2-2.8
168 2.8 9.5 0.9 5.0-1.6
1g2 2.0 5.6 0.8 4.0-1.2
2156 1.4 3.6 0.4 S
240 1.0 2.4 0.4 =

Tabla 24: Factores de acumulacidn de cobre. para diferentes
concentraciones. gegun o1 tismpo de letalidad.

CONCENTRACION f. a. TIEMPO LETAL EN HORAS
2.1 157 »240
4.5 52 240
8.0 60 168
12.0 49 140
15.0 12 72




Tabla 25; Peso medio (g). maximo y minimo ds los camarones
empleoados para concentracién {10° pgsl) de plomo.

CONCENTRACION] PESO MEDIO PESO MAXIMO PESO MINIMO
{9)

Control 5.1 7.0 3.7
0.01 6.5 9.8 3.5
0,03 6.4 9.1 4.9
0,10 .6 9.0 3.2
0.18 5.4 7.0 3.9
0.32 7.5 10.9 5.8
0.5¢ 5.0 £.0 4.0
0,90 5.3 6.2 4.9
1.80 5.8 £.5 4.9
5.60 5.9 6.4 4.1
6.00 5.2 10.4 2.8
§.70 8.6 9.3 2.8
16.0 4.0 4.5 3.5

_13.0 4.6 5.2 4.0
17.0 4.5 5.0 3.8

Media general D7 - -

Tabla 26: Valores medios de temperatura (C), salinidad
(%u1). oxigeno (mg-l) y pH para el plomo (10° pgsl),

Conc. T (°C) 5 0, mg-/l pH

ug-l 1Media| DS [Media] DS | Media | DS Media DS
0,01 [28.20]0.60 }37.21 6.30 0.40 {8.10 0.20
.03 (28.10 |0.40 137.21 5.75 0.20 |8.15 0.40
0.10 [28.10 [0.50 |36.60 6.00 0.20 |8.05 0.20
0.18 [28.30}0.50 (37,06 {0.20 [6.15 0.04 [8.25 0.10
0.32 {28.30 {0.50 [36.03 [1.6316.20 .05 18,30 0.10
0.56 |27.80 |1.40 |37.00)0.56{5.15 0.02 {8.20 0.20
0.90 |28.10 |0.85 |34.42 [0.47 15,30 0.01 {8.20 0.06
1.80 [27.80 |1.10 {36.75 (0.50 |5.20 0.03 |8.20 0.08
5.60 [27.80 [1.09 {37.10 |[0.65 [5.20 0.03 [8.10 .10
€.00 127.80 (1,20 |36.18 5.15 8.10 0.13
8.70 [27.75 (1.20 |[36.51 6.20 8.10 0.20
16.00(22.95 |0.60 {36.80 6.10 8.45 0.60
13.00(23.10 |0.70 |36.72 6.70 8.10 1.40
17.00}22.85 10.5%0 |36.65 6.75 8.00
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Tarzwell v Henderson (1957)
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Fig. 9: Curva sigmoidea de mortalidad. (Modificado de Marchetti, 1962)

1
Salmo faria (18 mm
( ) P
Tiempo|de exposicion = 2 Horas ®
= o
3 NI
> ®
1S ®
®
®
0.1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% Mortalidad

12



p
[ ]
5.21-
[ ]
5.0
r = 0.9886 595
b = 2.452418
- 2.8083
1.5]-
- 2.8083 + 2. 4524=X
* L ]
4. 1],
[ ]
4.“ L ! 1 L T rrirrT T
1 2 7 4 5 678910 20 Conc.
T " T " '
e 3.2 56 g.0 15 20
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Fig. 22: LT50 y limites de confianza del cromo
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Fig. 25: Curvas de toxicidad en Probits para el cromo
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Fig. 26: Curvas de toxicidad segun las metodologias
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Fig. 27 : Tasas de acumulacion y desacumulacion de cromo
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Fig. 28: Tasa metabdlica segun el nivel de cromo
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Fig. 29: Diagrama de reaccion al gradiente de cromo
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Fig. 30: Diagrama de reaccion para periodos continuos de observacion,
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Fig. 31: Curvas de toxicidad para 50; 84y 16 % de respuesta
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Fig. 32: Curva de toxicidad de juveniles en 0.18 mg Cul/l
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Fig. 33:
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Fig. 34: LT50, perdida de actividad (PA50) y equilibrio
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Fig. 35: Curvas de toxicidad del plomo (LC50-LC84-LC16)
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Fig. 36: Curvas de comportamiento
(Letalidad, actividad, equilibrio)
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