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GLOSARIO

Aclimatacion: Adaptacion de un organismo de prueba a diversas condiciones
ambientales, tales como temperatura, luz o diferentes cantidades de agua.

Agua Reconstituida: Agua preparada con reactivos establecidos, con el fin de
generar las condiciones ambientales presentes en los ecosistemas en los
cultivos mantenidos en el laboratorio de bioensayos.

Bioensayo: Método para evaluar la potencia relativa de un agente sobre
organismos vivos, mediante la comparacién del efecto del agente con el de una
solucion patrén o “Standard”.

Cadena Troéfica: También llamada cadena alimentaria, es la corriente de
energia y nutrientes que se establece entre las distintas especies de un
ecosistema en relacidon con su alimentacion.

Concentracion!: Se define como concentracién de una sustancia, elemento o
compuesto en un liquido, la relacién existente entre su peso y el volumen del
liguido que lo contiene.

Concentracion Letal (CL): Es la concentraciéon de téxico estimada que
produce la muerte de una proporcién especifica de los organismos de prueba.
Se define como la concentracién letal media (CLsg), que corresponde a la
concertacion que mata al 50% de los organismos expuestos en un determinado
periodo de tiempo.

Contaminante: Sustancia introducida en el ambiente por actividades
humanas, que produce efectos adversos sobre un ecosistema.

Cromo Hexavalente: El cromo se encuentra de forma natural, en las rocas,
los animales, las plantas, el suelo, el polvo y gases volcanicos, puede
producirse en diversos estados de oxidacion. El cromo esta presente en el
ambiente en varias formas, las mas comunes son el cromo trivalente (III) y el
cromo hexavalente (VI). La contaminacién del medio ambiente por cromo
hexavalente es originada por actividades industriales tales como: la fabricacion
de productos quimicos, textiles y de cuero, ademas de la pintura para
electrodeposicién. El cromo hexavalente se utiliza en el cromado, la fabricacion
de colorantes y pigmentos, el curtido del cuero y la conservacién de la madera.
El cromo hexavalente también se puede encontrar en algunos componentes de
equipos eléctricos, como piezas recubiertas de cinc, placas de circuitos y tubos
de rayos catddicos.

! Colombia, Ministerio de agricultura. 1984, Decreto 1594. Decreto uso del agua y los residuos liquidos. Junio
1984.Articulo 13.
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Daphnia pulex: Uno de los organismos mas corrientemente usados en
bioensayos acudticos es la pulga de agua, un crustaceo cladocero
particularmente sensible a numerosos compuestos quimicos (Mayer &
Ellersieck 1986).? La pulga de agua (Daphnia pulex) pertenecen al orden
Claddceros, que vive en las aguas dulces, es empleado como organismo de
ensayo para llevar a cabo un método de referencia. En condiciones favorables
se reproducen por partenogénesis originando sélo hembras que incrementan
de forma rapida la poblacion. Estos son un componenete importante de las
comunidades acuaticas y es sensible a un amplio rango de contaminantes. Su
pequefio tamafio, ciclo de vida corto y facilidad de cultivo, lo hacen un
organismo de eleccién.

Dosis: Cantidad de sustancia administrada, expresada en términos de:
unidad/peso corporal.

Ecosistema Acuatico: Es la unidad funcional basica de interaccion de los
organismos vivos entre si y de estos con el ambiente acuatico en un espacio y
tiempo determinado.

Ensayo de Toxicidad: Determinacion del efecto de un material o mezcla
sobre un grupo de organismos seleccionados bajo condiciones definidas. Mide
las proporciones de organismos afectados o el grado de efecto luego de la
exposicion a la muestra.

Ensayo Definitivo: Prueba disefiada para establecer la concentracion a la cual
se presenta el efecto final establecido, se utilizan multiples concentraciones a
estrechos intervalos y multiples réplicas.

Ecosistema?®: Un ecosistema es un sistema natural vivo que estd formado por
un conjunto de organismos vivos (biocenosis) y el medio fisico en donde se
relacionan, biotopo. Un ecosistema es una unidad compuesta de organismos
interdependientes que comparten el mismo habitat. Los ecosistemas suelen
formar una serie de cadenas tréficas que muestran la interdependencia de los
organismos dentro del sistema.

Ecosistema acuatico*: son todos aquellos ecosistemas que tienen por biotopo
algin cuerpo de agua, como pueden ser: mares, océanos, rios, lagos,
pantanos y demas fuentes. Los dos tipos mas destacados son: los ecosistemas
marinos y los ecosistemas de agua dulce.

Ecotoxicologia: Rama de la ciencia que estudia y analiza los efectos de
agentes quimicos y fisicos sobre organismos vivos, con particular atenciéon a
poblaciones y comunidades de ecosistemas definidos.

2 Mayer & Ellersieck (1986). Calibracién del bioensayo de toxicidad aguda con Daphnia pulex (crustaceo:
cladécera) usando un toxico de referencia. Gayana 67(1): 87-96, 2003. Disponible en Internet:
http://www.scielo.cl/pdf/gayana/v67nl/artll.pdf [citado 19 de enero de 2010].

3 Ecosistema. Disponible en Internet: http://es.wikipedia.org/wiki/Ecosistema. [citado 19 de enero de 2010].
*Ecosistema Acuético. Disponible en Internet:http://es.wikipedia.org/wiki/Ecosistema_acudtico [citado 19 de
enero de 2010].
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Efipios: Capsula protectora, la cual se encuentra en la cdmara incubadora de
las Daphnia pulex engrosando sus paredes, en ella se desarrollan los machos
de esta especie, cuando cambian las condiciones del ambiente o el cultivo. Su
caracteristica principal es su color oscuro y se observan dos huevos grandes.

Dilucion: Es bajar la concentraciéon de una solucién, mediante la adicién de
mas solvente. El factor de dilucién, es la relacion volumétrica entre solvente y
soluto.

Dureza: Concentracion en el agua de sales de calcio y magnesio. Se suele
expresar en mg/| de carbonato de Calcio.

Plomo: El plomo se encuentra de forma natural como parte de la corteza
terrestre, en las rocas o el suelo. Otras fuentes comunes de plomo provienen
de las emisiones de la combustion de carburantes y residuos sdlidos, emisiones
industriales de la produccién y fundicién de metales, el humo del tabaco y el
uso en municién. El plomo se utiliza en gran cantidad de aplicaciones
electrdnicas, en soldaduras y como estabilizador en cableado de PVC. El plomo
también se utiliza en objetivos dpticos y pantallas. Histéricamente, el uso del
plomo también se incluye en la gasolina y pintura.

Tiempo de Exposicion: Tiempo de contacto de los organismos de prueba con
la solucion estudiada.

Tolerancia: Habilidad de un organismo a tolerar una condicién dada por un
periodo de tiempo prolongado de exposicion, sin que muera.

Toéxico: Agente capaz de producir un efecto adverso, danando la estructura y
el funcionamiento del ecosistema.

Toxicidad®: Propiedad que tiene una sustancia, elemento o compuesto de
causar dafios en la salud humana o la muerte de un organismo vivo.

Toxicidad Aguda®: Propiedad de una sustancia, elemento, compuesto,
desecho, o factor ambiental, de causar efecto letal u otro efecto nocivo en
cuatro (4) dias o menos a los organismos utilizados para el bioensayo acuatico.

Toxicidad Crénica’: Propiedad de una sustancia, elemento, compuesto,
desecho o factor ambiental, de causar cambios en el apetito, crecimiento,
metabolismo, reproduccion, movilidad o la muerte o producir mutaciones
después de cuatro (4) dias a los organismos utilizados por el bioensayo
acuatico.

® Colombia, Ministerio de agricultura. 1984, Decreto 1594. Decreto uso del agua y los residuos liquidos. Junio
1984.Articulo 16.

6 Ibid., articulo 17

7 Ibid., articulo 18
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RESUMEN

Uno de los principios de la ingenieria Ambiental es minimizar los efectos
adversos de las actividades humanas. En esta investigacidn se analizd el
problema de contaminaciéon que genera una industria galvanica la cual vierte
metales pesados. Es por ello que se acude a la realizacidn de ensayos de
toxicidad los cuales fueron la base de este proyecto ya que permitieron evaluar
el grado de afectacién del cromo hexavalente y plomo en las Daphnia pulex al
tener contacto con estos. Para el desarrollo del proyecto se llevaron a cabo las
siguientes fases:

El inicio de los montajes de los cultivos de las Daphnia Pulex “pulgas de agua"
en condiciones semejantes a su medio natural, esto con el fin lograr un rapido
crecimiento de la poblacidn.

Desarrollo de pruebas de toxicidad aguda con el propédsito de identificar el
efecto que tienen los contaminantes puros y la muestra ambiental sobre el
medio acuatico, con la ayuda de las pulgas de agua bajo condiciones
experimentales especificas y controladas, con el fin de determinar la
concentracidon letal media ClLsg.4s del dicromato de potasio, plomo y cromo
hexavalente y la muestra ambiental, expuesta a diferentes concentraciones y
porcentajes de dilucién.

Se caracterizd el vertimiento de la empresa destacando el valor de la
concentracidon del cromo hexavalente donde a partir de este dato se hallé la
concentracidn letal media ClLsg.4g por medio de pruebas de toxicidad Los datos
obtenidos de las pruebas de toxicidad se evaluaron mediante el programa
Probit para observar la confiabilidad de los resultados y con ayuda del Software
de Excel se hizo el anadlisis estadistico utilizando el método de varianza
denominado ANOVA.

Finalmente se analizan los resultados para dar estandares de contaminacion de
los téxicos trabajados con la Daphnia pulex, que garantizan la preservacion de
microorganismos acuaticos en Colombia donde las concentraciones minimas
permitidas son muy altas para el tipo de especies que se encuentran en los
ecosistemas acuaticos.

Palabras Claves: Concentracion letal media (ClLso-4g), Daphnia pulex, pruebas de
toxicidad Cromo hexavalente (Cr *®), plomo (Pb), ecosistemas acuaticos.
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ABSTRACT

One of the principles of environmental engineering is to minimize the adverse
effects of human activities. This research I discuss the problem of pollution
that generates a galvanic industry which poured heavy metals. This is why
come to toxicity testing which will form the basis of this project as it will allow
assessing the degree of illness of hexavalent chromium and leading in the
Daphnia pulex having contact with these. The development project carried out
the following phases:

The mounts of the crops of the Daphnia Pulex "water fleas" in conditions
similar to their natural environment, in order start achieving rapid population
growth.

Development of acute with the purpose of identifying the effect of pollutants
cigars and environmental on the water with the help of water under
experimental conditions specific and controlled, in order determine the median
lethal concentration LCsy of potassium, lead, hexavalent chromium and
environmental sample exposed to different concentrations and percentages of
dilution dichromate fleas environment displays toxicity tests.

Marked dumping company highlighting the value of the concentration of
chromium hexavalent where from this data we found the median lethal
concentration LCsg.4g in toxicity testing.

Toxicity tests data were evaluated using the Probit, to observe the
acceptability of results by means of statistical analysis using the variance
method called ANOVA, with the help of Excel and get the median lethal
concentration (CLsg.4g) software.

Finally the results are analyzed in order to give the toxic pollution standards
worked with Daphnia pulex, guaranteeing the preservation of aquatic
organisms in Colombia where allowed minimum concentrations are very high
for the type of species found in aquatic ecosystems.

Key words: Average lethal concentration (LC50-48), Daphnia Pulex, evidence
of toxicity hexavalent chromium (CR + 6), lead (Pb), aquatic ecosystems
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INTRODUCCION

Los recursos naturales son aquellos elementos proporcionados por la
naturaleza que son valiosos para las sociedades humanas por contribuir a su
bienestar y desarrollo de manera directa (materias primas, minerales,
alimentos) o indirecta (servicios ecoldgicos indispensables para la continuidad
de la vida en el planeta).

Con la evolucion y el crecimiento de la humanidad se han venido realizando
actividades productivas que generan residuos los cuales pueden afectar los
recursos naturales. Este es el caso de las industrias que vierten su desecho
toxico en el recurso hidrico (mares, rios, lagos, lagunas) mas cercano, lo que
provoca la muerte de los organismos acuaticos.

Galvanotécnia es una técnica que consiste en la electrodeposicién de un
recubrimiento metalico sobre una superficie que puede ser o no metalica. Se
recomienda cuando por costos o0 razones estructurales, es necesario modificar
las caracteristicas del metal base seleccionad.®

El objetivo del recubrimiento es mejorar la apariencia del metal base,
protegerlo de la corrosidon y en algunos casos, modificar alguna propiedad
superficial, como por ejemplo mejorar sus propiedades eléctricas o mecanicas,
dar mayor dureza, ejercer lubricacién, etc.

En galvanotecnia se consideran dos tipos de procesos: la galvanoplastia y la
galvanostegia. El primero se refiere al proceso en que los recubrimientos
metdlicos se hacen sobre las superficies de materiales no conductores;
mientras que en el segundo, la galvanotécnia, los recubrimientos siempre se
realizan sobre elementos metalicos.

Los bioensayos son herramientas ampliamente utilizadas en el campo de la
ecotoxicologia, la cual se ocupa del estudio del efecto y destino de agentes
toxicos de origen antropogénico a los ecosistemas acuicolas y terrestres
(Larrain 1995)°. Estas pruebas de toxicidad permiten realizar mediciones
experimentales del efecto de agentes quimicos o fisicos en sistemas biolégicos,
estableciendo relaciones con la concentracion-respuesta bajo condiciones
controladas en terreno o en el laboratorio®®.

En este estudio se realizaron pruebas de toxicidad aguda empleando Daphnia
pulex como bioindicador ambiental, con el que se calculé la concentracién
letal media CLsg.4s (concentracion del agente téxico que causa efecto aguado al
50% de los organismos de prueba en un periodo de 48 horas).

El procedimiento que se llevd a cabo durante la investigaciéon, se dividid en
tres fases fundamentales: la primera consisti6 en establecer el grado de

8 Manual de buenas practicas. Galvanotecnia. Disponible en internet:

http://www.acercar.org.co/industria/manuales/galvanotecnia.html[citado 19 de enero de 2010]

° (Larrain 1995). Calibracién del bioensayo de toxicidad aguda con Daphnia pulex (crustaceo: cladécera)
usando un toxico de referencia. Gayana 67(1): 87-96, 2003. Disponible en Internet:
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-65382003000100011&script=sci_arttext [citado 19 de enero de
2010]

10 SILVA Jeannette, TORREJON Guillermo, BAY-SCHMITH Enrique & LARRAIN Alberto. Calibraciéon del
bioensayo de toxicidad aguda con Daphnia pulex (crustaceo: claddcera) usando un toxico de referencia.
Gayana 67(1): 87-96, 2003. Disponible en Internet: http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-
65382003000100011&script=sci_arttext [citado 19 de enero de 2010].
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sensibilidad y el efecto frente al toxico de referencia el dicromato de potasio
(K2Cr207).

La segunda fase consistié en determinar la Clsg4g de los toxicos cromo
hexavalente y plomo, haciendo diferentes diluciones a partir de una solucién
patron para cada uno de estos metales.

En la tercera fase, se verifico la existencia de uno de los dos metales
propuestos, en un vertimiento de una empresa tipo donde se comprobd la
presencia del cromo hexavalente. Por ultimo se evalud los efectos toxicos del
vertimiento mediante la ejecucion de una bateria de bioensayos determinando
la Clsg-4s.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentracion letal media CLsg.4g de las sustancias puras plomo
y cromo hexavalente mediante bioensayos de toxicidad acuatica utilizando
Daphnia pulex

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la sensibilidad de los organismos Daphnia pulex mediante su
exposicion a dicromato de potasio (K ,Cr,0,) como téxico de referencia

e Determinar la concentracién letal media Clso4s de las sustancias puras
cromo hexavalente y plomo sobre Daphnia pulex, utilizando los protocolos
estandarizados por la universidad.

e Determinar el indice de efecto téxico potencial a un vertimiento de una
industria tipo que contenga uno de los metales pesados a estudiar
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2. MARCO TEORICO

2.1 RECURSO NATURAL: EL AGUA

El agua, al mismo tiempo que constituye el liquido mas abundante en la Tierra,
representa el recurso natural mas importante y la base de toda forma de vida.

EL planeta tierra posee aguas que ocupan una alta proporcidn, las cuales se
presentan en diferentes formas:

e mares y océanos, que contienen una alta concentracion de sales y que
llegan a cubrir un 71% de la superficie terrestre;

e aguas superficiales, que comprenden rios, lagunas y lagos;

e aguas del subsuelo, también llamadas aguas subterraneas, por fluir por
debajo de la superficie terrestre.

Desde los mares, rios, lagos, e incluso desde los seres vivos, se evapora agua
constantemente hacia la atmosfera, hasta que llega un momento en que esa
agua se precipita de nuevo hacia el suelo. De esta agua que cae, una parte se
evapora, otra se escurre por la superficie del terreno hasta los rios, lagos,
lagunas y océanos, y el resto se infiltra en las capas de la tierra, y fluye
también subterrdneamente hacia rios, lagos y océanos. Esta agua subterranea
es la que utilizan los vegetales, los cuales la devuelven después de nuevo a la
atmoédsfera; al volver el agua a la atmodsfera se completa un ciclo, que se
denomina ciclo hidrolégico o del agua.'*

De esta manera la naturaleza garantiza que el agua no se pierda y pueda
volver siempre a ser utilizada por los seres vivos. Pero a pesar de su
caracteristica de renovabilidad, los impactos causados por las actividades
humanals2 afectan los regimenes de los rios, su caudal medio anual y su
calidad.

El agua constituye mas del 80% del cuerpo de la mayoria de los organismos, e
interviene en la mayor parte de los procesos metabdlicos que se realizan en los
seres vivos. Desempena de forma especial un importante papel en la
fotosintesis de las plantas y, ademas, sirve de habitat a una gran parte de los
organismos.

Dada la importancia del agua para la vida de todos los seres vivos debido al
aumento de las necesidades de ella por el continuo desarrollo de la humanidad,
actividades industriales causan impactos ambientales que afectan los
regimenes de los rios, su caudal medio anual y su calidad.

1Recursos naturales. Agua. http://www.jmarcano.com/recursos/agua.html[citado 19 de
enero de 2010]
21hid.
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2.2 ECOTOXICOLOGIA

La ecotoxicologia es la rama de la toxicologia concerniente al estudio de los
efectos de los agentes tdxicos, causados por contaminantes naturales o
sintéticos a los constituyentes del ecosistema, en un contexto integral.
(Truhaut, 1977)'3. Segun Hoffman (1995)!* es la ciencia que predice los
efectos toxicos potenciales de los agentes en el ecosistema natural y en
especies que no son normalmente blancos de dichos téxicos.

El objetivo de esta ciencia es analizar el destino y los efectos de los
contaminantes en los ecosistemas, intentando explicar las causas y prever los
riesgos probables.

El efecto causado por un téxico dependerd de la capacidad de causar algun
efecto nocivo sobre un organismo vivo, del grado de exposicién, que a su vez
dependera de la cantidad que ingrese, de cuanto pase a los distintos
compartimientos del ecosistema y de su persistencia.

La ecotoxicidad es la resultante de todo el estrés téxico que actian sobre el
ambiente. El principio de la ecotoxicologia es que los organismos vivos son
herramientas esenciales para la evaluacion de la calidad ambiental, puesto que
ellos son los que estan expuestos a los efectos combinados de la ecotoxicidad.
El uso de los métodos de evaluacion bioldgica para detectar compuestos
potencialmente dafiinos comenzd a desarrollarse en los afios '70.%

Multiples estrategias de observacién y de experimentacion se usaron para
evaluar la respuesta al estrés quimico. Las técnicas de efectos bioldgicos
cubren todo el espectro de la actividad bioldégica y organizacién, desde la
molécula hasta la comunidad.

La ecotoxicologia es conocida también por toxicologia del medio ambiente o
toxicologia ambiental que estudia:

-La fuente de productos téxicos o potencialmente téxicos.

-Su movilidad y persistencia en el medio ambiente y cadenas troficas.
-Su transformacién bajo condiciones ambientales.

-Sus efectos sobre la dinamica de poblaciones de las especies afectadas.

2.3 ENSAYOS DE TOXICIDAD

Los ensayos de toxicidad son los bioensayos empleados para reconocer y
evaluar los efectos de los contaminantes sobre la biota. En los bioensayos se

13 Ecotoxicologia Disponible en Internet http://vaca.agro.uncor.edu/~ecotoxi/[citado

19 de enero de 2010]

4 Ibid.

15 Ecotoxicologia. Disponible en Internet:
http://www.cricyt.edu.ar/enciclopedia/terminos/Ecotoxicol.htm[citado 19 de enero de 2010].
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usa un tejido vivo, organismo, o grupo de organismos, como reactivo para
evaluar los efectos de cualquier sustancia fisioldgicamente activa.

Estos ensayos, bdasicamente, consisten en la exposicion de grupos de
organismos, a determinadas concentraciones del toxico por un tiempo
determinado. Los organismos deben estar en buenas condiciones de salud,
previamente aclimatados a las condiciones del ensayo, y se mantienen en
condiciones ambientales constantes. Ademas se dispone de grupos de control
(que no se exponen al toxico). Luego se miden y registran los efectos
biolégicos observados en cada uno de los grupos control y tratados
posteriormente, se efectla un analisis estadistico de los datos obtenidos.

Los efectos toxicos a evaluar pueden ser: mortalidad, inmovilidad, inhibicién
del crecimiento de la poblacién, alteracion del comportamiento, etc. Se
determinan distintas variables como, por ejemplo, la Concentracién Letal 50
(CLso), que es la concentracion letal para el 50 % de los individuos expuestos.
Las condiciones de los cultivos y los ensayos deben estar altamente
estandarizadas para permitir la comparacion de los resultados.

Los ensayos de toxicidad permiten establecer los limites permitidos para los
distintos contaminantes, evaluar el impacto de mezclas sobre las comunidades
de los ambientes que las reciben y comparar la sensibilidad de una o mas
especies a distintos toxicos o a diferentes condiciones para el mismo tdxico. Es
util para la investigacion basica del fendmeno de toxicidad, establecer criterios
o patrones de calidad de aguas superficiales o efluentes, la evaluacién del
impacto ambiental y del riesgo ecoldgico y el monitoreo de las condiciones de
un cuerpo de agua.

Los ensayos pueden ser de laboratorio (con un nimero reducido de especies, y
en condiciones estandarizadas que reproducen sélo en forma muy parcial las
condiciones naturales en el ambiente), o de campo (con “encierros” sometidos
a las condiciones del medio).

Mediante los ensayos de toxicidad se estudian las relaciones dosis o
concentracion, efecto y dosis o concentracidn - respuesta (efecto: cambio
biolégico evaluable por una escala de intensidad o severidad; respuesta:
proporcion de la poblacién expuesta que manifiesta un efecto definido).

Los organismos empleados para los ensayos deben tener alta sensibilidad a los
toxicos, ya que al establecer las concentraciones seguras para ellos se espera
proteger a todo el ecosistema, pero hay que tener en cuenta que distintas
especies tienen diferente sensibilidad a distintas sustancias quimicas.

2.3.1 Clasificacion de los bioensayos

Un tipo de bioensayo es de respuesta directa el cual busca determinar

variables ya sean cualitativas o cuantitativas, en la evaluacion de un
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contaminante. Dentro de los bioensayos de respuesta directa encontramos los
siguientes:

Tabla 1. Tipos de bioensayos

BIOENSAYOS DE RESPUESTA DIRECTA

BIOENSAYO AGUDO

Toxicidad aguda (mortalidad)

yd

BIOENSAYO CRONICO

) (crecimiento,

cronica

Toxicidad

renrodiicciAn)

Ha sido definida como una
expresion estadisticamente

© derivada de la dosis o
Esta ha sido definida como los Q concentracién de un agente que
an)
efectos adversos que se 5 @ pueda esperarse produzca la
producen dentro de un corto g : muerte del 50% de la poblacidn,
tiempo después de la 4:_;, Q después de un determinado
exposicién a una determinada o 9 periodo de exposicion (Gehring,
concentracion de un agente €= 1973)%.
toxico. Om
Simula una situacion Es la expresion estadistica
ambiental en la cual el Y derivada de la concentracion de
organismo estd expuesto B un agente toxico que se espera
durante un corto , ! QL cause un efecto agudo, distinto
periodo de 0 de | lidad. al 50 % de |
. c® e la mortalidad, al 50 % de la
tiempo, a elevadas Sc blacia ta d ¢
concentraciones de un o po ac!on expue_s a urar_1 € un
determinado agente toxico O s determinado periodo de tiempo.
g . 53
S0
O w
E N
(o N e)
O wn

Es la mayor concentracion del
agente toxico, a la cual los
organismos son expuestos

durante todo o parte de su ciclo
de vida, que no causa efecto,
estadisticamente significativo, en

la sobrevivencia, crecimiento o

reproduccién de la poblacién

tratada, después de un
determinado periodo de
exposicion.

Estos bioensayos permiten la
exposicion de los organismos
durante todo o parte de su
ciclo de vida a los
contaminantes ambientales,
tienen como objetivo estimar
la mayor concentracién no
efectiva o segura de los
agentes téxicos ensayados.

Concentracion no efectiva o efecto no

conce
ntracién de observado (NOEC)

6 programa de monitoreo ecotoxicoldgico de los efluentes industriales en el rio cruces, provincia de Valdivia
Chile”. 2005. Disponible en Internet: http://www.sinia.cl/1292/articles-35166_PPT.pd [citado 19 de enero de

2010].

26



Lina Maria Velandia Guauque - inny Sivley Montariez Cardozo

BIOENSAYOS DE RESPUESTA DIRECTA

N C

o =2 0
O 5 o
> E Estos “niveles de efectos g Es la menor concentracion del
(o) '8 — adversos no observados” 5 agente toxico, al cual se expone
[+ 5 S son utilizados para Q los organismos durante todo o
o ‘r; 9 establecer los limites de 8 - parte de su ciclo de vida, que
o ¢33 tolerancia para la presencia ﬁj causa un efecto adverso
: ~§ o de téxicos en agua, suelo, o) observable, estadisticamente
1) O @ aire, ambiente laboral, etc. = significativo, sobre la
E = © sobrevivencia, crecimiento o
2 % *g % reproduccion de los organismos
n 3 0 Q

- = o

Fuente: Autoras, 2010

2.4 BIOINDICADORES = INDICADORES BIOLOGICOS

Los indicadores bioldgicos son atributos de los sistemas bioldgicos que se
emplean para descifrar factores de su ambiente. Inicialmente, se utilizaron
especies 0 asociaciones de éstas como indicadores y, posteriormente,
comenzaron a emplearse también atributos correspondientes a otros niveles de
organizacién del ecosistema, como poblaciones, comunidades, etc., lo que
resultd particularmente Util en estudios de contaminacién'’

Las especies indicadoras son aquellos organismos que ayudan a descifrar
cualquier fendmeno o acontecimiento actual relacionado con el estudio de un
ambiente. Las especies tienen requerimientos fisicos, quimicos, de estructura
del habitat y de relaciones con otras especies. A cada especie o poblacidon le
corresponden determinados limites de estas condiciones ambientales entre las
cuales los organismos pueden sobrevivir (limites maximos), crecer
(intermedios) y reproducirse (limites mas estrechos). En general, cuando la
especie en cuestidon, tenga menores limites de tolerancia, mayor sera su
utilidad como indicador ecoldgico. Las especies bioindicadoras deben ser, en
general, abundantes, muy sensibles al medio de vida, faciles y rapidas de
identificar, bien estudiadas en su ecologia y ciclo bioldgico, y con poca
movilidad. La utilizacion de organismos vivos como indicadores de
contaminacion es una técnica bien reconocida.

2.5 DAPHNIA PULEX: Organismo Utilizado

Uno de los organismos mas usados en bioensayos acuaticos es la pulga de
agua, un crustaceo cladocero particularmente sensible a numerosos

"Bjoindicadores (= indicadores bioldgicos). Disponible en Internet:
http://www.cricyt.edu.ar/enciclopedia/terminos/Bioindic.htm [citado 19 de enero de 2010].
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compuestos quimicos (Mayer & Ellersieck 1986).7% La pulga de agua (Daphnia
pulex) pertenece al orden Claddceros, que vive en aguas dulces, es empleado
como organismo de ensayo para llevar a cabo un metodo de referencia. En
épocas favorables se reproducen por partenogénesis originando sélo hembras
gue incrementan de forma rapida la poblacidn. Son un componente importante
de las comunidades acuaticas, son sensibles a un amplio rango de
contaminantes. Su pequefio tamano, ciclo de vida corto y facilidad de cultivo lo
hacen un organismo de eleccion.

2.5.1 Habitat

Estos organismos se encuentran ampliamente distribuidos en lagos,
reservorios artificiales, charcos temporales y aguas de desecho. Poseen huevos
de resistencia llamados epifios con una envoltura quitinosa que el aire y los
animales pueden distribuir. Son abundantes en ambientes con alta
concentracién de materia organica en donde proliferan bacterias, levaduras y
micro algas.

2.5.2 Morfologia

Daphnia pertenece al Suborden Cladécero, en el que practicamente todos son
pequefios crustdaceos de agua dulce. Este tipo de organismos (Daphnia pulex)
estan caracterizados por poseer un cuerpo ovalado y comprimido lateralmente,
a diferencia de todos los crustaceos, en ellos no se diferencian segmentos.

El caparazén recubre todo el cuerpo excepto la cabeza y las espinas apicales
situadas caudalmente. La cabeza se encuentra ligeramente inclinada
ventralmente. Suelen tener entre 5 y 6 pares de apéndices aplanados que
salen del tronco, tienen forma de hojas y sirven para filtrar el alimento y para
moverse, De la parte anterior del tronco parten unas garras con las que se
puede limpiar el caparazon. Se pueden encontrar especies de Daphnia en todo
el mundo, desde trépico hasta el artico, actualmente hay descritas mas de 50
especies distintas, de las cuales tan solo 6 se encuentran con suma facilidad en
climas templados.

El tamafo de la Daphnia es muy interesante, cuando no hay escasez de
comida, la Daphnia crece durante toda su vida, puede doblar el tamafio de una
Daphnia adulta joven. (Ver imagen 1)

18 (Mayer & Ellersieck 1986). Silva Jeannette, Torrején Guillermo, Bay-Schmith Er Aptena ] -ain Alberto.
Calibracion del bioensayo de toxicidad aguda con Daphnia pulex (crustacea: cladoce an toxico de
referencia. Disponible en Internet http://www.scielo.cl/pdf/gayana/v67nl/art1l.pdf. [citado 19 de enero de
2010].
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Imagen 1. Partes Daphnia pulex
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Fuente: Daphnia Pulex, Wasserfloh, (von Rainer Millan), Disponible en internet.
http://www.mikroskopieren.de/artikel/text_daphnia.htm

2.5.3 Respiracion

La respiracidon es aerobia en su totalidad. El intercambio de gases en estos
individuos se efectia por medio de los apéndices toracicos que estan
transformados en las branquias. Un intercambio normal de gases entre la
sangre y el medio se lleva a cabo por el constante movimiento de los
apéndices toracicos que crean una corriente continua de agua fresca
(Universidad Jorge Tadeo Lozano, 1974, citado por Matuk 1996). Cuando se
encuentran en un medio aireado son incoloros, pero cuando el mismo presenta
deficiencia de oxigeno, se tornan de color rojo debido a que poseen
hemoglobina (Gonzalez y Gutiérrez, 1995)*°.

19 OROZCO, Juliana; TORO Angela MARIA. Determinacién de la concentracién letal media (CL50-48) del
cromo y el cobre por medio de bioensayos de toxicidad acuatica sobre Daphniapulex.Bogota D.C, 2007. 35p.
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2.5.4 Reproduccion

La Daphnia pulex tiene dos maneras distintas de reproduccion: Una asexual y
otra sexual. La primera se produce por partenogénesis®® y segin la edad y el
tipo de alimentacién de la pulga, puede llegar a dar entre 5 hasta 100
ejemplares. En la reproduccién sexual la hembra produce évulos que luego de
ser fertilizados por el macho se alojan en el epifio (saco que soporta los
huevos). Los huevos se producen en grupos de dos a varios cientos de ellos y
una sola hembra es capaz de poner varios grupos de huevos en cada proceso
de muda. El niumero de huevos partenogenéticos puede variar de 1 a 300
depende enormemente del tamafo de la hembra y la comida que ingiera. El
desarrollo embrionario de los individuos del suborden claddcero se da antes de
eclosionar, por lo que las larvas son miniatura de los adultos, algunas veces la
larva se mantiene mas tiempo en el interior. Estas variaciones estan ligadas a
factores ambientales.

La hembra es un poco mas grande que el macho; cuentan con un caparazén de
quitina que es transparente lo que permite observar mas facilmente su
estructura, varios apéndices con numerosas setas. Una cavidad embridnica con
huevos y embriones situados en la parte dorsal, entre el carapacho y el dorso
del cuerpo. Para la identificacién de especies son importantes los apéndices
toraxicos en la forma y nimero de espinas y setas. (Ver imagen 2)

Imagen 2. Sexo de Daphnia pulex
Macho

Fuente: http://www.ancystrus.com.ar/articulos/daphnia.htm
2.5.5 Sistema Circulatorio

El sistema circulatorio de los crustaceos presenta diferentes variaciones.
Pueden encontrarse en forma tubular, como es el caso de los claddceros, a los
cuales pertenece la Daphnia pulex. En general la Daphnia presenta un vaso
sanguineo corto, que transporta la sangre desde el corazén a la parte anterior,
el vaso no presenta ramificaciones y la sangre pasa a través de senos y no de

Trabajode grado (Ingeniera de Ambiental y Sanitaria). Universidad de La Salle. Facultad de Ingenieria de
Ingeniera de Ambiental y Sanitaria
20 Modificacion de la reproduccidn sexual en que el dvulo se desarrolla sin previa fecundacion
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venas. Las Daphnias que se encuentran en aguas estancadas presentan un
color rosado debido a la hemoglobina, mientras que las que se encuentran en
aguas aireadas son de un color claro.?!

2.5.6 Alimentacion

Daphnia se alimenta de bacterias, hongos, protozoarios y desechos organicos.
El alimento es filtrado y concentrado mediante la accién de conjuntos de sedas
situados en los apéndices toracicos?’>. Aunque el tamafio promedio de las
particulas ingeridas se sitla entre 0.5 y 50 ym. El alimento obtenido se lleva a
la boca donde es molido por las mandibulas y se transporta por el intestino
donde se va completando la digestidn. La retencién del alimento en el sistema
se realiza entre 0.5 y 3 horas.

En ambientes naturales se alimentan de plancton, microorganismos vy
bacterias. El agua en la cual se desarrolla una colonia de "pulgas de agua",
tiene la particularidad de mantenerse cristalina, aunque en la mayoria de los
casos también adquiere una coloracién ambarina, y hasta marrén, producto de
los coloides aportados por el material organico.

2.5.6.1 Algas

Las algas son los productores primarios de los ecosistemas acuaticos, cualquier
efecto nocivo sobre esta comunidad podrd generar alteraciones en la
estructura y funcionamiento del sistema. Su uso como organismo de pruebas
en ensayos de toxicidad permite evaluar no solo el efecto de sustancias
xenobidticas, sino prever cambios potenciales que pueden ocurrir en el
ecosistema.

Tabla 2. Principales grupos de algas utilizadas en pruebas de toxicidad

GRUPO AGUA DULCE AGUA SALADA
Chlorophyta Selenastrum capricornutum | Dunaliella tertilecta
(verdes) Scenedesmus sp.

Chlorella sp.
Heterokontophyta | Cyclotella sp. Skeletonema costatum
(diatomeas) Nitzchia sp. Thalassiosira pseudonana
Synedra sp.

Fuente:Autoras, 2010

Dentro de las algas verdes, la especie mas utilizada es Selenastrum
capricornutum, esta alga es unicelular y se ha usado de manera extensa en
bioensayos; por otra parte también es apropiada como alimento para
invertebrados tales como Daphnia, por lo cual tiene doble propodsito en el
laboratorio.**

2L ESPINDOLA, Cecilia. Practicas de Biologia de Organismos Multicelulares. Colombia. 2004. Pag. 89.
22 produccién masiva de microalgas y zooplancton destinadas a la cria del pejerrey . Cladéceros. Disponible
en Internet http://www.fao.org/docrep/008/v7283s/V7283S04.htm[citado 19 de enero de 2010].

23 DIAZ, Maria Consuelo; BUSTOS, Martha Cristina; ESPINOSA R, Adriana Janeth.
Pruebas de toxicidad acuatica. Fundamentos y métodos. Universidad nacional de
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2.5.6.1.1 Selenastrum Capricornutum

Alga verde unicelular de tamafo microscépico, en forma de media luna. Su
tamaifo oscila entre 5 a 6 p de ancho y 10 a 12 p de largo. Este género
pertenece al orden Chlorococcales, familia Selenastraceae y su clasificacidon
Taxonomica.

Imagen 3. Alga Selenastrum capricornutum

Fuente: http://www.ccap.ac.uk/results.php?strainsearch=278/4+&anyallexact=all

2.5.7 Ciclo de Vida de Daphnia pulex

El ciclo biolégico de la Daphnia empieza como un nauplio y tras 4 a 6 fases con
sus mudas correspondientes, llega al estado adulto. La velocidad del proceso
dependera principalmente de la temperatura y la disponibilidad de comida,
desde 11 dias a 10°C hasta 2 dias a 25°C. Los huevos son producidos en
paquetes de 2 a cientos de huevos y cada hembra puede producir varios
paquetes ligados a las mudas.

2.5.8 Criterios de Seleccion del organismo

El género Daphnia es utilizado ampliamente en pruebas de toxicidad que
permiten determinar la letalidad potencial de sustancias quimicas puras, o que
se encuentren diluidas en aguas residuales domésticas e industriales,
lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable, entre otros.

Para hacer la seleccion del organismo es importante tener en cuenta el periodo
de aclimatacion en el laboratorio, el ciclo de vida del mismo, los requerimientos
del cultivo, la manipulacion, el estado vital, edades y tamafios uniformes, entre
otros.

Caracteristicas que permitieron la seleccidon del organismo:

- Conocimiento previo de la biologia de la especie (comportamiento, habitos
alimenticios, ciclo de vida, reproduccion y desarrollo).

Colombia. Facultad de Ingenieria, seccidon de Ingenieria Ambiental. Bogotd D.C.; 200.
pag. 34
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- Representante importante de la comunidad zooplatonica.

- Faciles de recolectar, en numero suficiente y sin dificultad se encuentran en
los humedales de la ciudad.

- Presentan alta sensibilidad a cualquier tipo de toxico.

- Faciles de reproducir y manipular en el laboratorio, debido su pequefio
tamafo no ocupan mucho espacio.

- Su reproduccién es de forma partenogenética, lo que asegura la
uniformidad de respuesta a determinadas condiciones ambientales.

- Ciclo de vida corto y su tasa de renovacion alta.

- Los costos de cultivo y mantenimiento son bajos.

- Es facil comparar los resultados obtenidos con trabajos realizados en
diferentes partes, debido a la gran utilidad de estos microorganismos por
diferentes entidades ambientales y laboratorios.

2.5.9 Importancia Ecologica

Debido a su amplia distribucién, su importancia ecoldgica y su sensibilidad a
ambientes intervenidos, se les considera especies indicadoras de condiciones
ambientales adversas, siendo organismos de facil mantenimiento bajo
condiciones de laboratorio, normalmente se utilizan en pruebas de toxicidad
acuaticas.

Por otra parte, la Daphnia es de gran importancia en la cadena alimenticia
acuatica, pues este es un animal plancténico altamente sensible, que se
alimenta de organismos mas pequefos (algas); y a su vez sirve de alimento
para peces, insectos, hydras, entre otros. Es por eso que al tener alguna
afectacién por contacto con contaminantes o agentes externos implicaria un
cambio y una alteracién en el equilibrio del ecosistema, que podria en algunos
casos afectar incluso la salud humana.

2.6 METODOS ESTADISTICOS UTILIZADOS EN LA EVALUACION Y

ANALISIS DE LA TOXICIDAD

Con el propésito de dar cumplimiento a los requerimientos de validez y
precision de las pruebas es necesario utilizar una metodologia estadistica
desde la planificacion hasta la ejecucién y, luego, el posterior analisis de los
resultados. El criterio basico recomendado es seleccionar un meétodo
estadistico sencillo, que se ajuste a las condiciones experimentales y que
permita obtener resultados validos.

Para elaboracion de una prueba de toxicidad se deben seguir un ndmero
razonable de repeticiones (dependiendo de la prueba) y un control para lograr
una estimacion valida del error experimental.

En las pruebas de toxicidad en general se utilizan los siguientes dos (2)
disefios basicos:

1. Establecimiento de una relacién dosis-respuesta.
2. Pruebas para evaluar la diferencia entre organismos tratados o
expuestos a distintas dosis contra un control negativo (dosis 0).
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2.6.1 Establecimiento de una relaciéon dosis-respuesta.

Como resultado del analisis de los datos de un disefio para estimar una
relaciéon dosis-respuesta, lo que se pretende obtener son las estimaciones de
los parametros del modelo seleccionado para relacionar las variables y, a
continuacion, utilizar el modelo con las estimaciones de los parametros
encontrados para determinar los valores de la variable de la concentracién de
toxico que causan un grado de efecto, en particular sobre los organismos
expuestos. Entre estas concentraciones, la mas utilizada es la que se conoce
como concentracion letal, efectiva o inhibitoria 50 (CL50/CE50/CI50), que es la
concentraciéon que produce la respuesta esperada sobre el 50% de los
organismos expuestos.

Es importante mencionar que la variable de concentracién del toxico es de tipo
continua, el tipo de variable de la respuesta (mortalidad, inhibicion de la
elongacion de la raiz, etcétera) condiciona el modelo a utilizar en el anélisis.

2.6.1.1 Establecimiento de una relacion dosis-respuesta de tipo
mortalidad

La seleccidon del método a utilizar para estimar los valores de CL50/CE50/CI50
de este tipo de pruebas de toxicidad aguda con multiples concentraciones
dependera de la forma de la distribucién de tolerancias y que también las
concentraciones o dosis seleccionadas la caracterizan (por ejemplo, el nUmero
de mortalidades parciales).

En general, se recomiendan los siguientes cuatro (4) métodos para la
estimacion de CL50/CE50/CI50:

1. Método Probit (paramétrico)

2. Método de Litchfield-Wilcoxon (grafico)

3. Método de Spearman-Karber (no paramétrico)
4. Método grafico

1. Método Probit (paramétrico)

El método consiste en la aplicacién de correlaciones estadisticas para estimar
las consecuencias desfavorables sobre una poblacidon a los fendmenos fisicos
peligrosos; nos da una relacidn entre la funcion de probabilidad y una
determinada carga de exposicion.

Para el cdlculo de las CLso generalmente se usa este método con o sin ajuste.
En un experimento tipico de pruebas de toxicidad aguda se tiene la siguiente
situacién:

Concentracion de la sustancia o dosis (d).

- Numero de individuos (n).

- Numero de organismos muertos o afectados (r).

- Porcentaje de efecto (p).

P=(£)*100
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La representacién grafica de p vs. d, o relacidon dosis-respuesta, genera una
curva parabdlica. Que muchas veces presenta dificultades en la construccion
de un modelo lineal. Una forma de abordar este problema es transformando d
a una escala logaritmica (X = log10 (d)), lo cual mostrard una relacién dosis
respuesta de forma S o sigmoidea normal, como se muestra en la figura 1; de
esta manera la distribucién de p vs. X sera de tipo normal.?* (Ver grafica 1)

Grafica 1. Curva de dosis - respuesta de organismos expuesto a bioensayos
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Fuente: Maria Rossini, Gustavo Daniel; Diaz Baez, Maria Consuelo; Pica Granados,
Yolanda, Capitulo 5. Métodos Estadisticos Para El Analisis De Resultados De Toxicidad.
Disponible en Internet http://www.idrc.ca/en/ev-84468-201-1-DO_TOPIC.htm.I[citado

19 de enero de 2010].

2. Método de Litchfield-Wilcoxon (grafico)

El método consiste en la construccién de una grafica a partir de los datos
obtenidos en pruebas de toxicidad aguda de un agente téxico. Se utiliza papel
prob-log, en el cual se colocan en el eje de las X el logaritmo de las
concentraciones usadas y en el eje de las Y el porcentaje de respuesta del
efecto observado. Para el calculo de la CL50/CE50/CI50 mediante este método,
es necesario tener por lo menos, un porcentaje intermedio de efecto observado
(valores entre 0 y 100% de efecto).

3. Método de Spearman-Karber (no paramétrico)

Es un método aproximado, no paramétrico, que proporciona una buena
estimacién de la media y la desviacidén estandar. Si la distribucion es simétrica,
se obtiene una estimacion de la concentracion total mediana (CL50).

4. Método grafico

Se parte de los datos obtenidos en las pruebas de toxicidad aguda, utilizando
papel logaritmico se grafican en el eje de las X las concentraciones (mg/L) y en
el eje de las Y el porcentaje de mortalidad. Se colocan los puntos de los
porcentajes de mortalidad observados (en escala lineal) en funciéon de las

24 DIAZ Consuelo, BULUS Gustavo, PICA Yolanda. Métodos Estadisticos para el Andlisis de Resultados de
Toxicidad Capitulo 5. Disponible en Internet http://www.idrc.ca/en/ev-84468-201-1-DO_TOPIC.htm.I[citado
19 de enero de 2010].

35


http://www.idrc.ca/en/ev-84468-201-1-DO_TOPIC.htm.l
http://www.idrc.ca/en/ev-84468-201-1-DO_TOPIC.htm.l

Determinacion de la concentracion letal media (CL_ ) del plomoy cromo hexavalente

mediante bioensayos de toxicidad acudtica utilizando Daphnia pulex

concentraciones probadas (en escala logaritmica); se conectan los puntos
obtenidos mas cercanos al 50% del efecto observado, o sea, a la mayor
concentracién que no causa efecto toxico y a la menor concentracidon que
causa efecto téxico. A partir de la recta trazada, se obtiene el punto de corte
correspondiente al 50% del efecto observado, este valor corresponde a la CL50
del estimulo o agente estudiado.

2.6.2 Pruebas para evaluar la diferencia entre organismos tratados o
expuestos a distintas dosis contra un control negativo (dosis 0).

Este tipo de analisis se realiza para determinar la concentracién mas alta a la
que no se observa efecto (NOEC) o la concentracién mas baja a la que se
observa efecto (LOEC) e implica pruebas de hipétesis. El método clasico para
este tipo de analisis es el ANOVA.

Esta prueba estd disefiada para comparar los resultados obtenidos para un
tratamiento en particular contra un control negativo (tratamiento con dosis 0).
Para este tipo de andlisis se requiere que se verifiquen los supuestos de un
ANOVA (varianzas homogéneas, independencia de los errores, distribucion
normal de los residuos, entre los mas importantes),

En estadistica el analisis de varianza (ANOVA) es una coleccién de modelos
estadisticos y sus procedimientos asociados. Esta prueba esta disenada para
comparar los resultados obtenidos para un tratamiento en particular contra un
control (tratamiento con dosis cero). Para este tipo de analisis se requiere que
el numero de replicas por tratamiento sea superior a tres y que todos los
tratamientos tengan el mismo numero de réplicas.

El ANOVA parte de algunos supuestos que han de cumplirse como son:

- El Modelo de efectos fijos asume que los datos provienen de
poblaciones normales las cuales podrian diferir Unicamente en sus
medias. (Modelo 1)

- El Modelo de efectos aleatorios asume que los datos describen una
jerarquia de diferentes poblaciones cuyas diferencias quedan
restringidas por la jerarquia. Ejemplo: El experimentador ha aprendido y
ha considerado en el experimento sélo tres de muchos mas métodos
posibles, el método de enseflanza es un factor aleatorio en el
experimento. (Modelo 2)

- El Modelo de efectos mixtos describen situaciones que éste puede
tomar. Ejemplo: Si el método de ensefianza es analizado como un factor
que puede influir donde estan presentes ambos tipos de factores: fijos y
aleatorios. (Modelo 3)

Supuestos previos
El ANOVA parte de algunos supuestos que han de cumplirse:

- La variable dependiente debe medirse al menos a nivel de intervalo.
- Independencia de las observaciones.

- La distribucion de los residuales debe ser normal.

- Homocedasticidad: homogeneidad de las varianzas.
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La técnica fundamental consiste en la separacion de la suma de cuadrados
(SS, 'sum of squares') en componentes relativos a los factores
contemplados en el modelo. Como ejemplo, mostramos el modelo para un
ANOVA simplificado con un tipo de factores en diferentes niveles. (Si los
niveles son cuantitativos y los efectos son lineales, puede resultar
apropiado un analisis de regresion lineal)

SStotal = SSerror + SSFactores

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

g/TotaI = glError + g/Factores

Modelo de efectos fijos: El modelo de efectos fijos de andlisis de la
varianza se aplica a situaciones en las que el experimentador ha sometido
al grupo o material analizado a varios factores, cada uno de los cuales le
afecta sbélo a la media, permaneciendo la "variable respuesta" con una
distribucién normal.

Modelo de efectos aleatorios: Los modelos de efectos aleatorios se usan
para describir situaciones en que ocurren diferencias incomparables en el
material o grupo experimental. El ejemplo mas simple es el de estimar la
media desconocida de una poblacién compuesta de individuos diferentes y
en el que esas diferencias se mezclan con los errores del instrumento de
medicién.

Grados de libertad: Por grados de libertad "degrees of freedom"
entendemos el numero efectivo de observaciones que contribuyen a la
suma de cuadrados en un ANOVA, es decir, el nimero total de
observaciones menos el niumero de datos que sean combinacion lineal de
otros.

Pruebas de significacion: El andlisis de varianza lleva a la realizacion de
pruebas de significaciéon estadistica, usando la denominada distribucién F
de Snedecor.

Tabla 3. Férmulas para el analisis de varianza

FV SS GL Ms Fc Ft
Tratamiento SStro a-1 SStro0 SST_T({ Fa(Vy,V2)
a—1 " Yn-a
Error SSe N-a SSg
N-—a

Fuente: Analisis de varianza (ANOVA) protocolo LB0O7

N: Nimero total de observaciones; N:a*n
n: NUmero de observaciones de cada grupo
a: Niumero de tratamiento

FV: Fuente de varianza

GL :Grados de libertad

Ms: Cuadrados medios

SS: Suma de cuadrados
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Fc: F calculado
Ft: F tabulado
Vi a-1
V,: N-a

2.7 METALES PESADOS

Los metales pesados son peligrosos porque tienden a bioacumularse lo que
significa un aumento en la concentracion de un producto quimico en un
organismo biolégico en cierto plazo, los cuales pueden entrar al recurso
hidrico por medio de residuos industriales.

2.7.1 Plomo

2.7.1.1 Fuentes

El plomo se genera de forma natural como parte de la corteza terrestre y por
lo tanto, se puede encontrar en rocas y tierra. Otras fuentes comunes de
plomo proceden de las emisiones de la combustion de carburantes y residuos
sélidos, emisiones industriales de la produccién y fundicion de metales, el
humo del tabaco y el uso en municién. *°

Imagen 4. Plomo

Fuente: http://www.fq.uh.cu/webeco/imagenes/plomo.JPG

2.7.1.2 Usos industriales

El plomo se utiliza en gran cantidad de aplicaciones electronicas y se puede
encontrar en soldaduras y como estabilizador en cableado de PVC. El plomo
también se utiliza en objetivos épticos y pantallas. Histéricamente, el uso del

25 pPlomo. Fuentes Disponible en Internet
http://www.kodak.com/eknec/PageQuerier.jhtmli?pglocale=es_ES&pq-path=782 [citado
19 de enero de 2010].
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plomo también incluye gasolina y pintura. Sin embargo, se han eliminado esos
usos en muchos paises.

2.7.1.3 Legislacion general

El plomo se encuentra en las listas nacionales e internacionales de materiales
de alta toxicidad a los que se aplican procedimientos de control rigurosos. En
Estados Unidos, el plomo estd regulado como sustancia peligrosa,
contaminante peligroso del aire, residuo peligroso, sustancia quimica téxica y
uno de los principales contaminantes segun la ley sobre contaminacion del
agua (Clean Water Act). Las restricciones de la Unidn Europea en la utilizacion
de determinadas sustancias peligrosas (RoHS), ademas de otras restricciones a
nivel mundial, conllevan la eliminacién de la utilizacion de plomo en productos.
La persistencia y la bioacumulacidon potencial en la cadena alimenticia y los
resultantes problemas de salud potenciales del ser humano son las principales
razones para estas restricciones globales

2.7.1.4 Efectos tdxicos generales sobre el medio ambiente

La contaminacion por plomo es un tema mundial causado por las
actividades humanas, como la combustién del petréleo, procesos industriales,
combustién de residuos sdlidos.

El plomo puede terminar en el agua y suelos a través de la corrosion de las
tuberias de plomo en los sistemas de transportes y a través de la corrosion de
pinturas que contienen plomo.

El plomo limita la sintesis clorofilica de las plantas. No obstante las plantas
pueden absorber del suelo altos niveles de plomo, hasta 500 ppm
concentraciones mas altas perjudican el crecimiento de las plantas, mediante
la absorcidon por parte de las plantas, el plomo se introduce en la cadena
alimenticia. Consecuentemente, la aplicacion de pesticidas de plomo esta
prohibida en la mayor parte de los paises.

El plomo se acumula en los cuerpos de los organismos acuaticos y organismos
del suelo, experimentando efectos en su salud por envenenamiento. Los
efectos sobre la salud de los crustdceos pueden tener lugar incluso cuando sélo
hay pequefias concentraciones de plomo presente.

Las funciones en el fitoplancton pueden ser perturbadas cuando interfiere con
el plomo. El fitoplancton es una fuente importante de produccién de oxigeno en
mares y muchos animales marinos lo comen.

2.7.1.5 Efectos tdxicos generales sobre la salud

El plomo es uno de los cuatro metales que tienen un mayor efecto dafiino
sobre la salud humana. Este puede entrar en el cuerpo humano a través de la
comida (65%), agua (20%) y aire (15%).

La exposicion al plomo puede producirse a través de la inhalacion, la ingestidon
o el contacto con la piel. Para la mayoria de la gente, la comida es la principal
fuente de plomo, ya que las plantas pueden absorber plomo por medio de las
raices y las hojas. Dado que el plomo persiste en el medio ambiente, se puede
bioacumular en otras fuentes de la cadena alimenticia.
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Los efectos potenciales del plomo varian principalmente segun la cantidad
absorbida en la sangre, la duracion y los factores de exposicion y la edad de la
persona expuesta. Se dice que las mujeres son mas susceptibles al
envenenamiento que los hombres. El plomo causa alteraciones menstruales,
infertilidad y aumenta el riesgo de aborto. Las mujeres embarazadas son
susceptibles al envenenamiento por plomo que las madres, ya que el plomo
puede entrar al feto a través de la placenta de la madre. Debido a esto puede
causar serios dafios al sistema nervioso y al cerebro de los nifios por nacer.
Los estudios muestran una discapacidad neuroldgica en nifios por la ingestion
de desconchones de pintura y polvo doméstico con plomo. Ademas, los déficit
de aprendizaje en los nifios se han relacionado con la exposicién crénica a
bajos niveles de plomo a través de todos los factores de exposicion.
Los niflos absorben mayores cantidades de plomo por unidad de masa corporal
que los adultos (hasta un 40%). Por lo tanto los nifios son generalmente mas
susceptibles al envenenamiento por plomo que los adultos. Los sintomas
incluyen inferiores CI, cambios de comportamiento y desorden en la
concentraciéon. El plomo se acumula en los tejidos, el tipo mas severo de
envenenamiento causa encefalopatia. La toxicidad del plomo tiene lugar
cuando los iones de plomo reaccionan con grupos de proteinas, como enzimas,
y éstas se quedan activadas. Ademas el plomo puede interaccionar con otros
iones metalicos.
El plomo puede causar efectos adversos en la sangre, los riflones y los
sistemas cardiovascular, nervioso y reproductor. Se considera un posible
carcindbgeno humano, un agente téxico neuroldgico y de desarrollo y que
ademas se encuentra en entornos de sedimentos y acuaticos.?®
El plomo es un metal blando que ha sido conocido a través de los afios por
muchas aplicaciones. Este ha sido usado ampliamente desde el 5000 antes de
Cristo para aplicaciones en productos metalicos, cables y tuberias, pero
también en pinturas y pesticidas.
Las comidas como fruta, vegetales, carnes, granos, mariscos, refrescos y vino
pueden contener cantidades significantes de Plomo. El humo de los cigarros
también contiene pequeias cantidades de plomo. El plomo puede entrar en el
agua potable a través de la corrosion de las tuberias. Esto es mas comun que
ocurra cuando el agua es ligeramente acida. Este es el porqué de los sistemas
de tratamiento de aguas publicas son ahora requeridos llevar a cabo un ajuste
de pH en agua que sirve para el uso del agua potable. ?’
El plomo puede causar varios efectos no deseados, como son:

e Perturbacion de la biosintesis de hemoglobina y anemia

e Incremento de la presion sanguinea

e Dafio a los rifiones

e Abortos

e Perturbacién del sistema nervioso

26 ;Cudles son los efectos en la salud que produce el plomo en el agua? Plomo y agua Disponible en Internet

http://www.lenntech.es/plomo-y-agua.htm[citado 19 de enero de 2010].

27 Efectos del Plomo sobre la salud Plomo Disponible en Internet

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/pb.htm[citado 19 de enero de 2010].
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o Dafio al cerebro

e Disminucién de la fertilidad del hombre a través del dafio en el esperma

e Disminucidn de las habilidades de aprendizaje de los nifos

e Perturbacién en el comportamiento de los niflos como: agresion,
comportamiento impulsivo e hipersensibilidad.

Los efectos potenciales del plomo varian principalmente segun la cantidad
absorbida en la sangre, la duracién, los factores de exposicion y la edad de la
persona expuesta.

2.7.2 CROMO HEXAVALENTE
2.7.2.1 Fuentes

El cromo se encuentra de forma natural, en las rocas, los animales, las plantas,
el suelo, el polvo y gases volcanicos, puede producirse en diversos estados de
oxidacion. El cromo estd presente en el ambiente en varias formas, las mas
comunes son el cromo trivalente (III) y el cromo hexavalente (VI).

Imagen 5. Cromo

FUENTE: Disponible en:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/1/1e/Chrom(VI)-
oxid.jpg/180px-Chrom(VI)-oxid.jpg[citado 19 de enero de2010].

2.7.2.2 Usos industriales

El cromo hexavalente se utiliza en el cromado, la fabricacidon de colorantes y
pigmentos, el curtido del cuero y la conservacién de la madera. El cromo
hexavalente también se puede encontrar en algunos componentes de equipos
eléctricos, como piezas recubiertas de cinc, placas de circuitos y tubos de rayos
catodicos.

2.7.2.3 Legislacion general

El cromo hexavalente se encuentra en las listas nacionales e internacionales de
materiales de alta toxicidad a los que se aplican rigurosos procedimientos de
control. Sélo en Estados Unidos, el cromo VI estd regulado como sustancia
peligrosa, contaminante peligroso del aire, residuo peligroso, sustancia quimica
toxica y uno de los principales contaminantes segun la ley sobre contaminacién
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del agua (Clean Water Act). Las restricciones de la Unién Europea en la
utilizacién de determinadas sustancias peligrosas (RoHS), ademas de otras
restricciones a nivel mundial, conllevan la eliminacion de la utilizacién de
cromo VI en productos. El cromo (VI) difiere de otros metales pesados en que,
aunque puede ser toxico para el ser humano y una serie de organismos
acuaticos en ciertas concentraciones, se convierte rapidamente en cromo Cr III
y no se bioacumula en el medio ambiente.?®

2.7.2.4 Efectos toxicos generales sobre el medio ambiente

Hay varias clases de cromo que difieren de sus efectos sobre los organismos.
El cromo entra en el aire, agua y suelo en forma de cromo (III) y cromo (VI) a
través de procesos naturales y actividades humanas.

La mayoria de las actividades humanas incrementan las concentraciones de
cromo (III) son el acero, las industrias textiles, pintura eléctrica y otras
aplicaciones industriales del cromo (VI). El cromo se acumule en los peces a
altas concentraciones, debido a la disponibilidad de metales en las aguas
superficiales.

En los animales el cromo puede causar problemas respiratorios, defectos de
nacimiento, infertilidad y formacién de tumores.?°

2.7.2.5 Efectos tdxicos generales sobre la salud

El cromo (III) es un elemento esencial para organismos que puede interferir en
el metabolismo del azlcar y causar problemas de corazén, cuando la dosis es
muy baja se recomienda una ingesta diaria de 50 a 200 microgramos de cromo
para una persona adulta. El cromo es un ingrediente muy comudn en muchos
suplementos vitaminicos y minerales; pero el cromo (VI) es mayoritariamente
toxico para el organismo y puede alterar el material genético y causar cancer.
Si bien la forma trivalente presenta muy baja toxicidad, la EPA ha determinado
que el cromo hexavalente es un metal cancerigeno, debido a las propiedades
carcindégenas de algunos compuestos de cromo se ha establecido que el agua
potable no debe contener mas de 50 microgramos de cromo por litro. La EPA
ha propuesto incrementar dicho tope a 100 microgramos por litro, pero hasta
ahora no se ha tomado ninguna medida al respecto.

Los efectos potenciales del cromo sobre la salud dependen de una diversidad
de factores, tales como la forma quimica en que se presente, la cantidad, el
tiempo de exposicion y la forma de incorporacidon al organismo (ingestion,
inhalacion o absorcion a través de la piel). Las reacciones y sus efectos
potenciales dependen en gran medida de factores tales como la edad, el sexo,
el peso corporal y el estado de salud del individuo.

2 Cromo hexavalente. Pautas legislativas Disponible
en:http://www.kodak.com/eknec/PageQuerier.jhtmI?pg-locale=es_ES&pq-path=7828 [citado 19 de enero de
2010].

2% Cromo. Efectos ambientales del Cromo Disponible en internet:
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/cr.htm#ixzz0Z7KaTfOK. [citado 19 de enero de 2010].
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Se sabe que el cromo hexavalente es cancerigeno por inhalaciéon ya que hasta
el momento, la evidencia cientifica indica que el cromo hexavalente es
probablemente mucho mas tdéxico por inhalacion que por ingestion.

Muchos estudios han revelado altas tasas de cancer de pulmén en operarios
que trabaja en la industria del acero y textil a causa de estar expuestos a la
inhalacion del mismo.

Otros problemas de salud que son causados por el Cromo (VI) son;

Erupciones cutaneas

Malestar de estdmago y Ulceras
Problemas respiratorios

Dafio en los rifiones e higado
Alteracion del material genético
Cancer de pulmon

AR e

2.8. LA INDUSTRIA GALVANICA

El sector galvanico comprende todos aquellos recubrimientos via electrolitica
sobre diferentes superficies con fines decorativos y de proteccidon contra la
corrosién, dadas las propiedades que presentan estas peliculas entre las cuales
se destacan; la dureza, uniformidad, estabilidad y buen aspecto.

Los recubrimientos pueden ser anddicos o catddicos, dependiendo de la
posicion de la pieza en el terminal anddico o catddico del circuito. Los
recubrimientos de cromo decorativo son catédicos y se utilizan para mejorar la
apariencia del material base y brindar resistencia a la corrosién en ambientes
moderados.

A nivel industrial el sector galvanico hace parte de la cadena productiva
metalmecanica aportando bienes de consumo intermedio y bienes de capital,
entendidos como articulos utilizados inmediatamente por el usuario final o para
ser incorporados en la fabricacidn de otros bienes y en articulos que directa o
indirectamente contribuyen a la produccibn de maquinaria y equipos
respectivamente>°

En Colombia estos recubrimientos se emplean principalmente en autopartes,
herramientas agricolas, griferia, muebles, artefactos a gas, entre otros.

30Ministerio del medio ambiente. Guia de Buenas Practicas para el Sector Galvanotecnia. Disponible en
internet: :http://www.siame.gov.co/siame/documentos/Guias_Ambientales. pag. 5 [citado 19 de enero de
2010].
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3. MARCO LEGAL

En Colombia la legislacion ambiental ha tenido un importante desarrollo en las
Ultimas tres décadas, en especial, a partir de la Convencién de Estocolmo de
1972, cuyos principios se acogieron en el cdédigo de recursos naturales
renovables y de proteccion al medio ambiente (Decreto Ley 2811 de 1974).
Este se constituyd en uno de los primeros esfuerzos en Iberoamérica para
expedir una normatividad integral sobre el medio ambiente.3!

La legislacién ambiental Colombiana esta integrada por normas que ejercen
una incidencia en la proteccion del medio ambiente y los recursos naturales.
Para esta investigacion se tomd como referencia normas ambientales donde
se citan los parametros permisibles para vertimientos en cuerpos de agua o
alcantarillado.

> DECRETO 1594 DE 1984. Usos del agua y residuos liquidos
CAPITULO 1V: De los criterios de calidad para destinacion del recurso
Articulo 45. Los criterios de calidad admisibles para la destinacién del recurso

para preservacion de flora y fauna, en aguas dulces, frias o calidas y en aguas
marinas o esturarias son los siguientes:

Tabla 4. Criterios de calidad admisible

Expresado el
Referencia P Agua fria Agua calida Agua marinay
como .
dulce dulce esturaria
Cromo +6 50 50 50
hexavalente Cr 0.01CL3; 0.01 cLy} 0.01 cLy
Plomo Pb 0.01 cL3? 0.01 cLY 0.01CL

Fuente: Decreto 1594 de 1984, Capitulo IV, Articulo 45.

Articulo 3. Todo vertimiento de residuos liquidos a la red de alcantarillado
publico y/o a un cuerpo de agua, deberd cumplir con los estandares
establecidos en la siguiente tabla:

3!Normatividad. Introduccion. Disponible en internet : http://www.ideam.gov.co/legal/index4.htm [citado 19
de enero de 2010].
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Tabla 5. Concentraciones maximas permisibles para vertir a la red de alcantarillado

publico.
NORMA EXPRESADA COMO (mg/L)

Cromo Hexavalente Cr*®  mg/I 0.5
Plomo Pb mg/I 0.1
DBOs mg/| 800
DQO mg/| 1500
pH Unidades 5-9
Grasas y aceites mg/I 100
Sélidos suspendidos SST (mg/l)

600
totales
Temperatura Grados centigrados (°C) 30

Fuente: Resolucion 3957 de 2009, Capitulo V: Vertimientos Permitidos.

Paragrafo.- Se entendera que los valores de los estandares establecidos en la
tabla de este articulo son los maximos permisibles.

> RESOLUCION 0062 DE 2007

Establece los protocolos de muestreo y andlisis de laboratorio para la
caracterizacién fisicoquimica de los residuos o desechos peligrosos en el pais.
Capitulo 6. Protocolos metodoldgicos para toxicidad

TOXICIDAD AGUDA PARA DAPHNIA

Este método corresponde al método de Toxicidad aguda para Daphnia ensayo
extremo (una traduccidn ajustada del método C2 Acute Toxicity for Daphnia de
la Comunidad Europea), evaluado en la fraccién adaptada de agua (WAF- por
sus siglas en inglés) de un desecho.

I. ALCANCE Y APLICABILIDAD

Este método junto con el ensayo de inhibicién de crecimiento de algas permite
clasificar un desecho complejo como desecho peligroso por toxicidad acuatica.
Los desechos complejos son aquellos que contienen sustancias para las cuales
no hay datos de toxicidad acudtica o donde el desecho es una mezcla sin
caracterizar.

El ensayo consiste en determinar el porcentaje de inmovilizacion de Daphnia
con 100% de la fraccion adaptada de agua (WAF) del desecho contra un
control. Si el porcentaje de movilizacion es 50% el desecho debe ser
clasificado como ecotoxico.

En aquellos casos cuando el resultado de toxicidad aguda en Daphnia e

Inhibicion de algas estd cercano al limite del 50% es necesario hacer
evaluacion adicional con peces.
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4. METODOLOGIA

El procedimiento que se llevé a cabo durante la investigacion, consta de los
siguientes pasos:

Diagrama 1. Clasificacidn de variables experimentales

Variables
4 N Dependientes

4 N

eNUmero de organismo utilizados
(20 neonatos de Daphnia magna

eConcentracion de la
sustancia de interés

(dicromato de potasio por cada concentracion)

y plomo) y el *Obtener  la Tiempo de exposicién al téxico (48
porcentaje de dilucién concentracion horas)

del vertimiento letal media de Cr+ ePardmet fici i
logrando establecer el y Pb en un tiempo aramgdros d |$|ioqwm|cos|
efecto sobre una de 48 horas de requ:arl 08 to d Tran e ¢
ooblacion  Daphnia exposicion de los mantenimiento de los organismos
pulex organismos y durante las pruebas toxicoldgicas

(pH, dureza, temperatura vy

prueba (CLsy 45)-

Variable \_ Y, \ oxigeno disuelto)
Independie\nte/ I Constantes

Fuente: Autoras, 2010.

4.1 INICIACION DEL CULTIVO CON DAPHNIA PULEX

Para dar inicio al cultivo se identifico la especie, con la ayuda de:

- Juan Pablo Alvarez Suarez. Bidlogo de la Universidad Nacional de Colombia.
Laboratorio de Invertebrados.

- Carmen Reyes Blandom. Bidloga de la Universidad Nacional de Colombia.
Docente.

- Pedro Miguel Escobar Malaver. Quimico Industrial. Universidad de la Salle.
Investigador principal en el grupo de investigacion de bioensayos.

- Gonzdlez Gébmez Henry Bernardo y Gutiérrez Alvarez Sandra del Pilar.
Tesistas. Universidad de La Salle.

Se sabe que la Daphnia pulex son organismos que habitan generalmente en
aguas dulces por ello se seleccioné un cuerpo de agua, en donde se tenia la
certeza de la existencia de la especie de claddcera para utilizar en las pruebas
de toxicidad. La especie fue adquirida en noviembre de 2006 en el humedal
Guaymaral, autopista norte, Bogotd D.C, llevandolos al laboratorio de
Ingenieria ambiental de la Universidad de la Salle sede centro.
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Para mantener condiciones propias del ecosistema los organismos fueron
aclimatados en el laboratorio de bioensayos de la Universidad de la Salle sede
Centro. El proceso de adaptacion de las Daphnias en el Laboratorio, debe
realizarse con mucha precaucién, ya que es necesario garantizar al maximo
gue las condiciones ambientales en que se va a llevar a cabo el cultivo sean lo
mas parecidas posibles a las del habitat original, para que los organismos se
desarrollen de manera satisfactoria.>?

4.2 CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS DE PRUEBA

El proceso de cultivo es sencillo, pero requiere de cuidado y mantenimiento.
En la siguiente tabla se resumen las condiciones recomendadas para tener un
buen cultivo de Daphnia pulex:
Tabla 6. Resumen de las condiciones recomendadas para el mantenimiento del
cultivo de Daphnia pulex

CONDICIONES VALOR Y RECOMENDACIONES
Calidad de luz Fluorescente, blanco-frio
. . 600-1000 lux (luz blanca fria) en la superficie del
Intensidad luminosa liquido
Fotoperiodo 16 horas luz/8 horas oscuridad

Los cultivos se mantienen en recipientes de 2 L de
vidrio transparente.

Deben permanecer tapados para evitar presencia
de otros organismos ajenos al medio

Cultivos puros de Selenastrum capricornutum

Recipientes de mantenimiento

Alimentacion

Dosis de alimento 3 millones de algas/dia - Daphnia pulex

Suplemento alimenticio Los cultivos pueden suplementarse con las
soluciones de vitaminas

Densidad poblacional No mayor de 20 individuos/L

Diariamente se deben retirar las exubias (mudas) y
los restos que se encuentren en el fondo de los
recipientes.

Limpieza Cada ocho (8) dias se cambia el agua de los
acuarios, los cuales deben lavarse con una
esponja, enjuagar varias agua caliente de la llave
veces Yy por ultimo purgar con agua desionizada.
No se deben emplear jabdn ni otros detergentes
Diariamente se retiran los neonatos con una pipeta

Recoleccion de neonatos Pasteur de plastico, con una abertura lo
suficientemente ancha como para no ocasionar
dafios a los neonatos.

Fuente: Autoras, 2010

32 1IBANEZ Kelly, CASALLAS Nicolds . Disefio de un sistema a nivel piloto para la remocion de detergentes
anionicos de una solucidén preparada con caracteristicas de una lavanderia tipo con el fin de reducir la
concentracion letal media (Clso-4s) para Daphnia pulex, 2008. 35p. Trabajo de grado (Ingeniera de Ambiental
y Sanitaria). Universidad de La Salle. Facultad de Ingenieria de Ingeniera de Ambiental y Sanitaria
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Imagen 6. Cultivo Daphnia pulex

Intensidad
de luz

Mantenimiento
peceras

Tapa (previene
contaminacion)

Fotoperiodo
temporizador

Fuente: Autoras, 2010
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Diagrama 2.Cultivo Daphnia pulex

Ciclo de renovacion
cada tercer dia max.

TO 20+/-2°C
A
Recipientes 22 individuos de .| Alimentacion
de 2 litros Daphnia pulex "| con algas
A
Airear min. 24 Concentracion de 0O, por
horas antes de encima de 5 -7 mg/I

A

Agua reconstituida con
dureza entre 40 y 48

mg/I

Fuente: Protocolo LBO1

Esquema 1. Separacidén de neonatos >24h
Madres Neonatos

Fuente: Autoras, 2010.
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4.3 PREPARACION DEL AGUA RECONSTITUIDA
EL agua reconstituida es fundamental para mantener los organismos prueba y
realizar las pruebas de toxicidad. Como se menciond anteriormente el cultivo

debe tener unas condiciones Optimas para tener un desarrollo excelente de la
Daphnia

Diagrama 3. Preparacién del agua reconstituida

PRIMER PASO

Llenar el acuario se 30 litros con 10 litros de agua desionizada.

SEGUNDO PASO

Agregar las sales inorganicas para establecer la dureza

TERCER PASO

Completar 20L el acuario de agua
desionizada para diluir Ver tabla No. 6
completamente los reactivos.

CUARTO PASO

Aumentar el OD. del agua recosntituida,

manteniendola aireada por un periodo de 24 horas. SATURACION

OUINTO PASO

En un vaso desechable de 20 ml introducir TEST DE VIABILIDAD (ver
5 neonatos por un tiempo de 24 horas. imagen 7)

Fuente: Autoras, 2010
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Tabla 7. Sales listas para preparar el agua desionizada

Nam. Reactivo Cantidad por Milimetros adicionados
preparar (L) A partir de la A partir de la
dureza cero dureza veinte
(0mg/1) (20mg/1)
1 NaHCOs; 20 100 56
8mI™)
2 CaCl, 20 75 42
6ml
3 KCI 20 38 22
3ml®
4 MgSO, 20 30 16
2.5ml®
Rango pH 7.3-7.5 7.8-8

)Cantidad necesaria para aumentar la dureza en 5 mg/!

Fuente: Compafia de Tecnologia y Saneamiento Ambiental de Sao Paulo, Brasil.
CETESB, y Protocolo L5.017/ 1992.

Imagen 7. Sales listas para preparar el agua desionizada

Fuente: Autoras, 2010

Para lograr las condiciones optimas del cultivo se realizo la lectura de los
parametros de control del agua reconstituida siguiendo los protocolos standar
methodos, los cuales se deben encontrar en los siguientes rangos. Ver tabla 8.
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Tabla 8. Parametros de seguimiento agua reconstituida

Parametros de Método segin Standar Rango Rango
Control Mhétods ideal
Dureza Titulometro 40 - 48 mg/I 45 mg/I
Oxigeno disuelto 4500 - 0 G electrodo de 5 -7 mg/l 6 mg/I
membrana
Ph 4500 - H*B electrométrico 7.3-7.5 7.4
Temperatura 2550 Laboratorio y de 18-22°C 200C
campo

Fuente: Preparacion del Agua reconstituida. Protocolo LBO1

El agua reconstituida debe ser aireada por 24 horas, en caso de no cumplir los
parametros de control, se puede hacer el ajuste aplicando mas agua destilada
si sobrepasa el rango ideal de la dureza. Si la dureza estd por debajo del rango
ideal se puede agregar la cantidad necesaria de las sales para aumentarla.

Antes de usar el agua reconstituida para el mantenimiento del cultivo, la
dilucion de las muestras ambientales o la preparacion de las soluciones, se
debe comprobar por medio de una prueba de control (test de viabilidad) los
posibles efectos adversos sobre los organismos expuestos (en este caso
Daphnia pulex). Para la prueba de control se toma un recipiente de vidrio
donde se introducen cinco neonatos. Al cabo de 24 horas se realiza una lectura
para comprobar que la cantidad de organismos vivos sea mayor que el 90%;
en caso contrario, se debera descartar el agua reconstituida.

Imagen 8. Test de viabilidad

Fuente: Autoras, 2010.
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4.4 PREPARACION DEL MEDIO BRISTOL Y CULTIVO DE ALGAS VERDES

El cultivo de algas de la especies Selenastrum capricornutum para las
investigaciones del departamento de Ingenieria Ambiental y Sanitaria de la
universidad de La Salle, fue suministrado por la Corporacion Auténoma Regional
(CAR) e identificadas por la bidloga Clara Inés Ortiz funcionaria de la CAR y
corroboradas por el docente de microbiologia de la Universidad de La Salle.

La especie utilizada en las investigaciones se caracteriza por presentar
cloroplastos de color verde, con formas microscépicas unicelulares, filamentosas
simples o ramificadas.

Para la alimentacion de los cultivos de esta investigacion se emplearon
suspensiones de la especies Selenastrum capricornutum. La preparacion del
medio Bristol consiste en tomar 1500 ml de agua desionizada en un beacker de
2000ml y agregar los diferentes macronutrientes y micronutrientes como indica
la tabla 9. Luego adicionar los 500 ml restantes con agua desionizada para
completar los 2000 ml, sellarla con papel Kraft y esterilizar en el autoclave por
un periodo de 15 minutos a 121 °C y 15 libras de presidn, dejar enfriar el
autoclave para retirar el beacker con el medio.

Tabla 9. Stock de Medio Bristol

Reactivos Stock (g9) ml de Stock/1L H,O destilada
NaNO; 25 10
CaCl, 2H,0 2,5 10
MgS0O, 7H,0 7,5 10
K>HPO, 7,5 10
NaCl 2,5 10
KH,PO, 17,5 10
KOH 15,5 1
-EDTA- 25
FeSO, 7H,0 2,49g/500ml 1
H>S04 0,05mI/500ml
HsBO; 5,71g/500ml 1

Solucion de Elementos traza

ZnS0,4 7H,0 4,41g/500ml
MoO; 0,355g/500ml 1 ml del stock combinado
CuS04 5H,0 0,785g/500ml
CoCl, 6H,0 0,1749/500ml

Fuente: Escobar P, & Garcia, E., 1993

Montaje del medio Bristol: consiste en agregar una alicuota de 2 ml del
cultivo de concentrado de algas verdes (Selenastrum capricornutum sp),
transferirlo a un frasco de 3000 ml tapar el frasco con papel parafilm, con el fin
de prevenir que se contamine con agentes exteriores. Se debe mantener el
medio Bristol aireado e iluminado por un periodo no mayor a 15 dias.
Observar esquema 2.
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Esquema 2. Montaje medio bristol

|

12 dias despues

#color verde claro a
verde esmeralda

fuente: Autoras, 2010

Luego de esto se trasvaso el medio Bristol a un beacker de 2000 ml; se
embaso un volumen de 10 ml en los tubos de ensayo; encajandolos en la
centrifugadora por 15 min a 300 rpm, con el objeto de concentrar el cultivo de
algas. Por ultimo se retiraron los tubos de la centrifugadora eliminando el
sobrenadante para extraer el concentrado de algas con una pipeta pasteur. Ver
esquema 3

Esquema 3. Obtencion de algas

Centrifugacion Retiro del concentrado de Concentrado de de
algas algas Selenastrum
capricornutum sp

Fuente: Autoras, 2010.

De las algas obtenidas, se tomd una muestra que se revisé con el microscopio
y la cdmara de Neubauer, realizando el conteo de algas presentes y los
calculos que nos indicaban la cantidad de algas que se debian proporcionar a
cada cultivo.
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4.4.1 Conteo de algas:

Par realizar el conteo de algas, en primera instancia se agitd la soluciéon de
algas verdes concentradas hasta observa coloracién homogénea o disolver los
agregados celulares. Luego se tomaron 0.1 ml del concentrado de algas
resultantes del proceso de centrifugado y se diluyo en 2.9 ml de agua
destilada. De la dilucién obtenida, tomamos con una pipeta pasteur 0.1 ml
colocando la cdmara Neubauer en el microscopio, enfocandolo con el objetivo
10x. Observando una figura como la que aparece en el siguiente esquema.

Esquema 4. Conteo de algas con la cdmara Neubauer

1 2

Fuente: Formato LB-M03, Universidad de La Salle, Facultad de Ingenieria Ambiental y
Sanitaria, Laboratorio de bioensayos.2007

El conteo de las algas presentes se realizd solamente en los cuadros indicados,
es decir las diagonales. El nimero de células contadas en cada cuadro en
forma se multiplicé por 4 o 5 dependiendo de la cuadricula. Luego, se hizo la
sumatoria los valores obtenidos calculando el promedio.

Con lo anterior, se determind la cantidad de células que existen en un 1 ml,
partiendo que la cdmara tiene una capacidad de 1 x 10™ ml, de la siguiente
manera:

XCelulas _ No.celulas
1x10*ml 1ml
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El valor obtenido, se multiplicé por el factor de dilucién y asi se obtuvo el valor
real de células presentes en 1 ml.

Con la siguiente formula encontramos la cantidad de algas que se debe
suministrar a una pecera con 20 Daphnias:

V- (AXB)
C

V' = volumen del concentrado de algas

A = numero de Daphnia pulex por acuario

45%107% celulas por Dap hnia pulex

B = dosis optima recomendada

dia
(segun metodologia C — L5.018)
. # de celulas .z . .
C = concentracion (T) de suspension de algas descritas y halladas anteriormente
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Diagrama 4. Procedimiento para conteo de algas

CONTEO DE ALGAS

A 4

CAMARA
NEUBAUER

A 4

Agitar
concentrado
de agua

Colocar una gota
L en la cdmara con
la pipeta Pasteur

l Enfocar 40 x

Dilucién” .MICFOSCOp_IO L Célculos para
ubicar cuadricula cantidad de alimento
\4
5 lecturas

diagonales segun
esquema 5

A 4

Limpiar con agua
destilada y pafo
suave

Fuente: Escobar Pedro miguel 2007.

0.1 ml de concentrado de algas

0.9 ml de agua desionizada

Fuente: Autoras, 2010
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4.5 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES

Las soluciones para las pruebas de toxicidad fueron preparadas con agua
reconstituida, con excepcién de las soluciones madre las cuales fueron
preparadas con agua desionizada.

El procedimiento para las pruebas con dicromato de potasio, plomo, cromo
hexavalente y la muestra ambiental es el mismo, a diferencia que las
concentraciones son iguales.

Las pruebas se realizaron con cinco concentraciones distintas expresadas en
ppm de la sustancia toxica y otra de control por cuadruplicado obteniendo el
test definitivo, teniendo en cuenta que se debe replicar varias veces el
ensayo, para que los resultados sean estadisticamente representativos.

Las soluciones se mantuvieron preservadas en refrigerador por un tiempo no
mayor a tres (3) meses. Antes de la realizar los ensayos de toxicidad, las
soluciones eran aclimatadas durante un periodo de 3 horas, para evitar la
mortandad de los organismos prueba debido al cambio de temperatura.

4.5.1 Preparacion de soluciones de Dicromato de potasio (K>Cr,07)

Para realizar pruebas de sensibilidad con dicromato de potasio (K,Cr,05), se
hicieron los siguientes pasos para obtener las diferentes concentraciones.

Paso 1

Se tomd una solucidn madre con una concentracion de 100 ppm, la cual fue
preparada pesando 0.1 gramos (100 ppm) de dicromato de potasio (K,Cr,0,) y
llevandola a un volumen de 500 ml de agua des ionizada. Ver esquema 5.

58



Lina Maria Velandia Guauque - Yinny Sirley Montaviez Cardozo

Esquema 5. Preparacion de la solucion de dicromato de potasio (K,Cr,05)

l

Sustancia Pesada (K,Cr;0-)

B

w

Reactivo (K,Cr,07) Balanza Analitica

.

Balén aforado 500ml Solucién

Probeta de 100 ml
Madre (KzCr|07) 100 ppm Agua Desionizada

Botella Ambar
solucién madre 100 ppm

Fuente: Autoras, 2010.
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Paso 2

Con la solucion Madre de 100 ppm se prepard una soluciéon A para alcanzar
una concentracion de 1 ppm. Entonces de la solucion A se prepararon las
diferentes diluciones para cada una de las concentraciones a trabajar,
completando cada concentracion con 500 ml de agua reconstituida (ver
esquema 5-6); se utilizo la siguiente formula:

ViCi1=V,C,
Donde:
V, = Volumen a preparar (capacidad del balén 500 ml).
C, = Concentracién a trabajar.

V; = Volumen a Calcular.
C+= Concentracion Solucion Patron

Despejando volumen Vy;
Vi = C, XV,
1~ Cl

Esquema 6. Preparacion de la solucion A

3

Solucién Madre (K,Cr,07) 100

ppm Solucién A (1 ppm) Agua Desionizada

Fuente: Autoras, 2010
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Esquema 7. Preparacion de las soluciones (0.1; 0,2; 0.3; 0.4; 0.05) ppm.

Solucién A
1 ppm

v

1400

Concentracion N°1 concentracién N°2 Concentracion N°3 Concentracion N°4  Concentracién N°5
0.5 0.3 0.2 0.1 0.05

>

Agua Reconstituida

Fuente: Autoras, 2010.
4.5.2. Preparacion de soluciones para cromo hexavalente (Cr+6)

Para realizar las pruebas de cromo hexavalente (Cr*®), se tomod el dicromato
de potasio (K,Cr,0,). Con el propdsito de calcular la cantidad de cromo
hexavalente en ppm contenido en este compuesto, lo cual se hizo mediante
estequiometria; como se puede ver en la siguiente tabla:
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Tabla 10 Compuesto de dicromato de potasio (K,Cr,05)

K, Cr, 0, K>Cr,07
78.19g 103.992g 112g 299.188g
299.188 g K,Cr,04 > 103.992 g Cn,
X < 100 ppm (0.1 g)

x = 282.8 ppm (0.282)

Fuente: Autoras, 2010.

Ya teniendo hallada la cantidad de cromo hexavalente (Cr*®) del compuesto
dicromato de potasio K,Cr,0,, se procede a diluir esta cantidad en 500 ml de
agua destilada, obteniendo asi la solucién madre, a partir de la cual se preparo
la solucién A. Por consiguiente de la solucidn A se prepararon las diferentes
diluciones para cada una de las concentraciones a trabajar, llevando cada
concentraciéon a un volumen de 500 ml con agua reconstituida. De esta forma
se hallaron las concentraciones para el cromo hexavalente

4.5.3 Preparacion de de soluciones para plomo (Pb)

Para este metal se hizo con una la solucion madre de plomo (Pb) con una
concentracion de 1000 ppm, de donde se preparé una solucién A con una
concentracion de 5 ppm, de la cual se prepararon las diferentes diluciones para
cada una de las concentraciones a trabajar, llevando cada una de ellas a un
volumen de 500 ml con agua reconstituida. Para el caso del cromo hexavalente
(Cr*®) y plomo (Pb) se utilizo la misma féormula de igual forma para el
dicromato de potasio (K,Cr,05).

4.6 PRUEBAS DE TOXICIDAD

Las pruebas de toxicidad fueron realizadas basadas en el PROTOCOLO LBO05, el
cual tiene como objetivo determinar la concentracidon ClLsg.4g de una sustancia
pura y/o vertimiento.

El principio de la prueba de toxicidad es exponer individuos de 24 horas de
nacidos a diferentes porcentajes de dilucidon a una sustancia pura y/o muestra
ambiental, determinando la concentracidon que afecta al 50% de la poblacion
del organismos de prueba Daphnia pulex, causando su muerte en un tiempo
determinado (48 hrs).

Las pruebas de toxicidad aguda se deben llevar a cabo en dos fases: pruebas
preliminares, en las que se empled un amplio rango de concentraciones con el
fin de establecer el 0 y 100% de mortalidad del téxico sobre los organismos
utilizados; y pruebas definitivas utilizando los rangos selectivos de acuerdo con
los resultados de los ensayos preliminares que permitiran la obtencion de las
respectivas CLso.
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Tanto en las pruebas preliminares como las definitivas, se utilizaron cinco (5)
organismos (Daphnia pulex <24 h de nacidas) por recipiente, basandose en los
protocolos establecidos por la CETESB33, baterias de cinco concentraciones mas
el blanco o control negativo y cuatro réplicas por ensayo con un total de 24
recipientes por prueba toxicolégica, 120 organismos por montaje y 20
organismos por concentracion, como se muestra en el esquema 8

Esquema 8. Ensayos de toxicidad

5 Daphnias pulex

v W W W
v W e W

Replicas

d dda
| @dl@g

Blanco Concentraciones

(-) (+)

Fuente: Autoras, 2009

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando un método paramétrico para
el cédlculo de los valores de CLso - s mediante el programa estadistico Probit y
con la ayuda protocolo LB06** “Andlisis de regresién y analisis probit”, en el
que se dan a conocer los pasos para su obtencion.

Cabe mencionar el método probit es una técnica que consiste en aislar y
estimar las varianzas separadas que contribuyen a la varianza total de un
experimento; lo que hace posible ensayar si ciertos factores producen
resultados significativos diferentes de las variables ensayadas. En nuestro
caso, se realizd6 para determinar la ClLso. 4¢ del dicromato de potasio, cromo
hexavalente, plomo, y la muestra ambiental. Con este fin se desarrollo el
protocolo LB06 “Analisis de regresidon y analisis probit”.

4.6.1 Pruebas preliminares: Fase 1

Pruebas de toxicidad con dicromato de potasio K,Cr,0,.

Se hicieron 20 pruebas preliminares con dicromato de potasio K,Cr,0,, en las
que se emplearon las concentraciones de 0.5, 0.3, 0.2, 0.1 y 0.05 ppm, las
cuales se han venido trabajando por los anteriores grupos de bioensayos, con

3 Compafia Estatal de Tecnologia de Saneamiento Basico y Proteccion del Brasil

34 pedro Miguel Escobar Malaver; Ruben Dario Londofio Perez Manual practico de ensayos de toxicidad en
medio acuatico con organismos del genero Daphnia Universidad de la Salle. Facultada de ingenieria
programa de ingenieria ambiental y sanitaria 2009
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el fin de obtener el 0 y 100% de mortalidad del toxico referente dicromato de
potasio K,Cr,0; sobre cada uno de los organismos. Las pruebas definitivas se
hicieron utilizando los rangos seleccionados de acuerdo con los resultados de
los ensayos preliminares, para obtener la concentracion letal media Clsg.4s.

El total de pruebas individuales de sensibilidad para el dicromato de potasio
(K5Cr,05) fue de 480 ensayos.

Pruebas de toxicidad para cromo hexavalente (Cr*°)

La solucion madre fue preparada a partir del Dicromato de Potasio, K,Cr,0,, a
una concentracién de 100 ppm; luego se preparo una solucidon de 1 ppm, para
obtener las concentraciones preliminares de 0.015; 0.03; 0.06; 0.1; 0.15
ppm, todas se registraron en concentraciones nominales del i6n cromo (+6).
Se hicieron 5 pruebas preliminares, cuadruplicando cada concentracién
preliminar.

Obteniendo los datos de los 5 ensayos se tomo la decision de aumentar o
disminuir los rangos de las concentraciones para llegar a las concentraciones
definitivas.

El total de pruebas individuales preliminares de sensibilidad para el cromo
hexavalente fue de 120 ensayos.

Pruebas de toxicidad para plomo (Pb)

La solucion madre fue preparada a partir de la soluciéon patrén de plomo de
1000 ppm, a una concentracion de 5 ppm; y de esta se prepararon las
soluciones preliminares para dicho metal 0.001; 0.01; 0.1; 1.0; 5.0 ppm. Se
hicieron 5 pruebas preliminares las cuales se realizaron por cuadruplicado para
cada concentracién preliminar y de acuerdo a los resultados obtenidos se
tomo la decisién de aumentar o disminuir los rangos de las concentraciones
para llegar a las concentraciones definitivas.

El total de pruebas individuales preliminares de sensibilidad para el plomo fue
de 120 ensayos.

Pruebas de toxicidad para la muestra del vertimiento.

Para los ensayos del vertimiento se tomo6 una muestra compuesta del efluente
de la Industria galvanotecnica Zintepec Ltda, ubicada en la Calle 7 N°31-
22 Barrio Ricaurte, en el cual se tuvo en cuenta los parametros fisicoquimicos
como oxigeno disuelto, pH, temperatura, dureza, DQO, sélidos sedimentables
y el metal a evaluar para la muestra ambiental que en este caso es el cromo
hexavalente.

Inicialmente se realizaron cinco (5) pruebas donde se tomd una base de
calculo para el volumen de la muestra de 100 ml, utilizando los siguientes
porcentajes de muestra: 20%, 40%, 60%, 80% y 100%, completando a un
volumen de 100 ml con agua reconstituida, como se muestra en la siguiente
tabla.
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Tabla 11. Concentraciones preliminares para muestra ambiental (cromo hexavalente)

soncentra
0 AT 2 Control. 20% 40% 60% 80% 100%

Efluente.
Efluente (ml). 0 20 40 60 80 100
Agua Reconstituida (ml). 100 80 60 40 20 0
Volumen Total (ml) 100 100 100 100 100 100
N° de Neonatos. 5 5 5 5 5 5

Fuente: Autoras, 2010.
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Diagrama 5. Metodologia de Pruebas preliminares con Daphnia Pulex

ENSAYO DE TOXICIDAD ] Pruebas p're.ll.mlnares y
definitivas
A 4 v V —
Sustancias puras Prueba de sensibilidad ertimiento (cro+r6no
hexavalente Cr™)

10 ensayos 20 ensayos 5 ensayos
A\ 4 A 4
Plomo (Pb) e Dicromato de

potasio (K,Cr,0-)

Cromo hexavalente (Cr™)

Total de pruebas

fisicoquimicas:

e 35 de Oxigeno disuelto
Pruebas fisicoquimicas cada e 35 depH

ensayo en forma aleatoria

-~ < e 35 de Temperatura
" (Oxigeno disuelto; Dureza; pH; e 1dePlomo
Temperatura; Plomo y Cromo e 1de Cromo hexavalente
hexavalente) e 1Sdlidos sedimentables
e 1DQO
e Dureza

> Ensayos: 35

Fuente: Autoras, 2010
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4.6.2 Pruebas definitivas: Fase 2

Pruebas definitivas para el cromo hexavalente.

Se hicieron 10 pruebas definitivas para el cromo siguiendo la metodologia
descrita en las pruebas preliminares, utilizando los rangos establecidos segun
los resultados de los ensayos preliminares que permitieron aumentar las
concentraciones a 0.05; 0.1; 0.15; 0.2; 0.25 ppm, para la obtencién de las
respectivas concentraciones letales medias ClLso.4s de la sustancia pura de
cromo.

El total de pruebas individuales definitivas de sensibilidad para el cromo
hexavalente fue de 240 ensayos.

Pruebas definitivas para el plomo.

Se hicieron 10 pruebas definitivas para el plomo siguiendo la metodologia
descrita en las pruebas preliminares, utilizando los rangos establecidos segln
los resultados de los ensayos preliminares que permitieron establecer las
concentraciones dentro del rango de 0.1; 0.3; 0.5; 0.7; 1.0 ppm, para la
obtencién de las respectivas concentraciones letales medias Clsg4s de la
sustancia pura de plomo.

El total de pruebas individuales definitivas de sensibilidad para el plomo fue de
240 ensayos.

Pruebas definitivas para la muestra del vertimiento.

Una vez realizadas las 5 pruebas preliminares del efluente y con base en los
resultados arrojados por las mismas, se procedid a disminuir los porcentajes
de la muestra puesto que los organismos expuestos, se morian en el menor
porcentaje (20%), de una forma casi inmediata. Lo que nos llevo a retomar los
siguientes porcentajes de muestra, manteniendo la misma base de célculo de
100 ml.

Tabla 12. Concentraciones definitivas para la muestra ambiental de cromo
hexavalente.
% Dilucién del Efluente. Control. 0.1% 0.5% 1.0% 5.0% 10%

Efluente (ml). 0 0.1 0.55 1.0 5.0 10.0
Agua Reconstituida (ml). 100 99.9 99.5 99.0 95.0 90.0
Volumen Total (ml) 100 100 100 100 100 100
N° de Neonatos. 5 5 5 5 5 5

Fuente: Autoras, 2010
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SENSIBILIDAD

20 Ensayos con
K,Cr,0,

SUSTANCIA PURA

Diagrama 6. Metodologia de Pruebas preliminares con Daphnia Pulex

PRUEBAS

10 Ensayos para
cada uno de los
metales plomo
y cromo
hexavalente

VERTIMIENTO

5 Ensayos con
la muestra
ambiental
contenido del
metal cromo
hexavalente.

X por cada metal

5 concentraciones
diferentes

1 control

4 Replicas por cada

concentracion

A 4

Plomo, v
cromo hexavalente

- Dicromato de Potasio
- Vertimiento

Replica 1

Replica 2

Replica 3

Replica 4

Control

SENSIBILIDAD

20 Ensayos
24 pruebas
=480Pruebas

24 Pruebas

SUSTANCIA PURA

10 Ensayos X
24 pruebas
=240 Pruebas

\ 4

5 D. Pulex
480 pruebas
=2400 D. Pulex

Fuente: Autoras, 2010.

VERTIMIENTO

5 Ensayos
24 pruebas
=120 Pruebas

Y

5 D. Pulex
240 pruebas
=1200 D. Pulex

A 4

5 D. Pulex
120 pruebas
=600 D. Pulex
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Esquema 9.Preparacion pruebas de toxicidad

Separacién de Diluciones preparadas (4 [ ]+blanco) por cada
neonatos >24 horas replica

Madres Neonatos >24h

5 Daphnias pulex por cada vaso

cadacnnatng ]:l.h

Cubrir con papel kraft y funda negra (exposicion de

neonatos por 48 horas) Prueba de toxicidad

Fuente: Autoras, 2010.

4.7 DETERMINACION DE RESULTADOS

La lectura de los microorganismos muertos se realiza pasadas 48 horas,
adicionalmente debe evaluarse los pardmetros ambientales como el oxigeno
disuelto y el pH, en cualquiera de las copas escogida al azar, con el fin de tener
la certeza que el efecto téxico fue producido por el toxico. Ver Anexo A.

Las pruebas definitivas son consideradas validas segun metodologia CETESB,
teniendo en cuenta las siguientes condiciones:

- La mortalidad en los controles no debe ser mayor que el 10% vy
preferiblemente no mas que el 5%.

- Si la mortalidad en el control sobrepasa el 10%, esta prueba se considera
no representativa, se descarta y se requiere la repeticion de la misma.
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Para evaluar los resultados de las pruebas toxicoldgicas se sigue un modelo
matematico que asume relacién continua entre dosis y respuesta. El valor se
calcula con una confiabilidad del 95%, por medio del método Probit,
obteniéndose la con sus respectivos limites de confianza.

A partir del resultado hallado por el método Probit se procede a realizar el
anadlisis de varianza segun el protocolo LBO7 “Analisis de varianza (ANOVA)”,
con el fin de comprobar que a diferentes concentraciones de la sustancia pura
o vertimiento produce un diferente efecto en todos los organismos. (Ver
Anexos E;F; G; H)

4.7.1 Determinacion de la carga tdéxica e indice toxicolégico del

vertimiento

La carga téxica y el indice toxicolégico son determinados con el fin de evaluar
y clasificar el vertimiento analizado, lo cual hace necesario conocer el caudal
promedio de la industria y la concentracién letal media del vertimiento
analizado.

Para el cédlculo de la carga téxica se utilizd la siguiente ecuacion: expresada en
unidades téxicas (UT) "

100
CT(UT) = E X Qprom

Donde:

Q = Caudal promedio (ms/mes)

CT = Carga Téxica, expresada en unidades Toxicas

CLso= Concentracion Letal Media Promedio

Con el calculo de la carga téxica y transformacién logaritmica en base 10 de la
misma se obtuvo el indice toxicoldgico aplicando la siguiente férmula:

IT = Log (1 + UT)

Obteniendo el resultado del indice toxicolégico se puede clasificar el
vertimiento segun la siguiente tabla:

" Es una extrapolacion altamente simplificada para pasar datos de toxicidad de laboratorio al ambiente es el
calculo de la unidad de toxicidad (UT, grado de toxicidad de un efluente, o la concentracion de una sustancia
expresada como una fraccion del punto final de toxicidad medido: 1/CLsp).
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Tabla 13. indices Toxicolégicos

Rangos Carga Toxica
1-1.99 Despreciable
2-2.99 Reducida
BRI Moderada
4 -4.99 Considerable
>5 Elevada

Fuente: ESCOBAR, MALAVER; Pedro Miguel. Implementacién de un sistema de alerta de riesgo toxicoldgico
utilizando Daphnia Pulex para la evaluacién de muestras ambientales.1997.

De acuerdo con los rangos establecidos en la tabla anterior podemos clasificar
el vertimiento con una carga toxica modera.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

Siguiendo la metodologia descrita en los protocolos disefiados por el programa
de Ingenieria Ambiental y Sanitaria de la Universidad de la Salle, los cuales
han sido trabajados por los diferentes grupos de investigacion, y modificados
parcialmente por el ingeniero Pedro Miguel Escobar Malaver y el ingeniero
Rubén Dario Londofio. Presentamos a continuacién los resultados encontrados
durante el desarrollo de la investigacidon a partir del seguimiento del cultivo y
las pruebas de sensibilidad, sustancias puras y la muestra ambiental.

5.1 SEGUIMIENTO DEL CULTIVO DE Daphnia pulex
Durante el mantenimiento del cultivo con Daphnia pulex, se realizd6 un conteo
de neonatos por pecera, con el fin de tener un control de la reproducciéon de los

organismos, teniendo en cuenta que cada pecera contenia 20 organismos. El
registro de nacimiento de neonatos, puede observarse a continuacion:

Tabla 14. Registro de neonatos

No. de Neonatos por pecera Namero
No.de | 4atos Fecha Pecera | Pecera | Pecera | Pecera de
semanas No. 1 No 2 No. 3 No. 4 | heonatos
1 18/11/2009 |65 63 71 73 272
1 2 21/11/2009 |72 79 79 85 315
3 23/11/2009 |92 90 84 99 365
4 24/11/2009 | 105 110 105 114 434
2 5 26/11/2009 | 124 135 142 128 529
6 28/11/2009 | 143 149 131 141 564
7 30/12/2009 [176 158 142 153 629
3 8 01/12/2009 | 158 139 132 145 574
9 03/12/2009 | 134 126 128 137 525
10 04/12/2009 102 98 103 95 398
4 11 07/12/2009 |82 84 91 107 364
12 09/12/2009 |87 71 91 72 321
Promedio 111,67 | 108,50 108,25 112,42 | 5290,00

Fuente: Autor.as, 2010
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Grafica 2. Reproduccién Daphnia pulex

Reproduccion Daphnia pulex
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Fuente: Autoras, 2010.

Graficamente se puede observar que el cultivo de Daphnia pulex, cumplid
satisfactoriamente con la regeneracién de los organismos como se puede
observar en la Figura No. 2, que se realizo durante el desarrollo de la
investigacion, ya que durante las cuatro semanas en las que se monitoreo el
cultivo, se pudo observar el aumento de la produccién de neonatos y su
consecuente disminucién al final de la semana No.4, la cual es la finalizacion
de dicho cultivo y el inicio de uno nuevo.

Inicialmente se puede observar que durante la primera semana hay un
aumento leve en la el nacimiento de neonatos registrando un nidmero minimo
de 218 organismos, la produccién aumenta llegando a un pico registrado al
final de la semana No. 2 y el comienzo de la semana N. 4 obteniéndose 650
organismos en un dia, lo permitia la realizacién de hasta 5 pruebas de
toxicidad, lo que indica que la sensibilidad del organismo estaba en buenas
condiciones para la realizacién de dichas pruebas.

Al finalizar la semana No.4, la produccién de neonatos disminuye, este
comportamiento es un indicador que el cultivo se encuentra en las condiciones
optimas de su desarrollo y que efectivamente la regeneracion del cultivo se
debe realizar al finalizar la cuarta semana, para asi iniciar el siguiente cultivo.
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Diagrama 7.Reproduccién Daphnia pulex
Siembra de 20 Neonatos Siembra de 20 Neonatos Siembra de 20 Neonatos
|
\

(A'N

PECERA No. 3 PECERA No. 4

Siembra de Neonatos en el cultivo nuevo

Fuente: Autoras, 2010.

Es importante mencionar que los datos que se tomaron para la elaboracion de
la grafica No. 2 fue del cultivo realizado el entre 18 de noviembre y 9 de
diciembre del 2009 siendo esto satisfactorio y favorable; ya que la
reproduccion de las Daphnias pulex fue O&ptima, lo cual puede ser posible al
cambio de alimento (algas) adquirido del laboratorio de biologia de la
universidad nacional de Colombia y a la ausencia de estudiantes fumadores en
las instalaciones cercanas al laboratorio de Bioensayos. Si comparamos con el
cultivo inicial la reproduccién era menor del 50% aproximadamente.

Cabe mencionar, que a mediados de octubre y noviembre las condiciones del
cultivo no eran déptimas para la realizacion de pruebas ya que el cultivo se
contamino por el alimento que se suministraba, causando la aparicién de
epifios, baja reproduccion y hasta la muerte de los organismos; por tal razén
se tuvo que suspender las pruebas y estabilizar el cultivo.

5.2 PRUEBAS DE TOXICIDAD

Esta investigacién fue basada en I|a metodologia CETESB (Brasil), y los
protocolos establecidos por el Programa de Ingenieria Ambiental y Sanitaria de
la Universidad de La Salle, los cuales han sido utilizados por los grupos de
investigacion en Bioensayos.

5.2.1 Pruebas de sensibilidad con Dicromato de Potasio (K2Cr207)

Para determinar la sensibilidad de los organismos con el dicromato de Potasio
(K2Cr207), se realizaron 20 pruebas, teniendo en cuenta los rangos de
anteriores grupos de investigacion en bioensayos, las concentraciones tomadas
fueron 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25 ppm. Las pruebas se realizaron con el fin de
establecer la sensibilidad de la especie y su respuesta frente a este téxico
segun las repeticiones del ensayo.

5.2.1.1 Analisis Probit

Para evaluar la sensibilidad del cultivo de Daphnia pulex, se hallé la
concentracion letal media CLsg.4g con dicromato de potasio (K,Cr,05), este valor
fue encontrado a partir de las pruebas definitivas, estos resultados, fueron
analizados por medio del programa estadistico Probit Fis, como puede
observarse a continuacién, Ver Tabla 15.

Tabla 15. Concentracion letal media de Dicromato de Potasio
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95 % Limite de confiabilidad
No. de|  ppcoya c(lﬁst:ﬁfs
prueba Limite inferior | Limite superior
(ppm) (pPm)

1| 02-Sep-09 0,23 0,19 0,28
2| 02-Sep-09 0,21 0,18 0,25
3| 05-Sep-09 0,24 0,20 0,28
4| 05-Sep-09 0,25 0,21 0,31
5| 07-Sep-09 0,22 0,19 0,26
6| 07-Sep-09 0,23 0,19 0,27
7| 07-Sep-09 0,21 0,18 0,26
8| 09-Sep-09 0,22 0,18 0,26
9| 09-Sep-09 0,18 0,14 0,22
10| 09-Sep-09 0,19 0,16 0,24
11| 12-Sep-09 0,21 0,16 0,28
12| 12-Sep-09 0,22 0,17 0,28
13| 14-Sep-09 0,21 0,17 0,25
14| 14-Sep-09 0,24 0,20 0,28
15| 14-Sep-09 0,27 0,23 0,31
16| 16-Sep-09 0,23 0,19 0,27
17| 16-Sep-09 0,23 0,18 0,30
18| 16-Sep-09 0,23 0,17 0,30
19| 17-Sep-09 0,20 0,13 0,32
20| 17-Sep-09 0,18 0,12 0,27
Promedio 0,22 0,18 0,28

Fuente: Autoras, 2010

El promedio de la CLsp-4g, para el dicromato de potasio fue de 0.22 ppm, el cual
se encuentra entre el rango de aceptacion comprendido entre el limite inferior
0.18 ppm vy el limite superior 0.28 ppm, indicando que los organismos se
mantuvieron sensibles respecto a las pruebas y su comportamiento fue
constante durante la realizacién de las mismas. Estos resultados corresponden
al promedio de 20 pruebas realizadas por cada concentracion. Los resultados
pueden observarse también en la siguiente grafica:
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Grafica 3. Prueba de sensibilidad con dicromato de potasio
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Fuente: Autoras, 2010.

La grafica muestra los resultados de las 20 pruebas realizadas, donde se
puede decir que el 85% estuvo cerca al promedio y el 15% restante corrid
cerca al limite superior e inferior indicando que hubo interferencia en la
pruebas a causa de olores externos de laboratorio o condiciones del cultivo,
por tal motivo el comportamiento de las pruebas no fue el 100% constante.

A continuacion se muestra la Tabla No. 14, los resultados de sensibilidad
obtenidos en investigaciones anteriores realizados por el programa de
Ingenieria Ambiental y Sanitaria de la Universidad de la Salle con Daphnia
pulex y asi como los encontrados en la presente se ha podido observar que
el rango de sensibilidad frente al dicromato de potasio (K2Cr207) ha cambiado,
como se observa en la siguiente tabla:
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Tabla 16. Comparacién de resultados de sensibilidad con el toxico de referencia
dicromato de potasio.

Limite Limite Referencia
Ao CLso-45 Inferior | superior

ppm Ppm
1997 0,12 0,04 0,20 | Escobar, 1997

Jeannette Silva, Guillermo Torrejon, Enrique

2003 0,145 (Clsg-24) Bay-Schmith & Alberto Larrain, Chile 2003.
2007 0,39 0,22 0,56 | Bernal y Rojas, 2007
2007 0,10 0,07 0,12 |Orozco y Toro, 2007
2008 0,09 0.13 0.07 | Zambrano y Beltran,2008
2008 0,09 0.07 0.01 | Ibafiez y Casallas,2008
2008 0,15 0,12 0,19 | Alarcon y Ardila, 2008
2009 0,25 0,20 0,33 | Rojas y Vargas, 2009
2009 0,14 0,13 0,15| Gonzalez y Jiménez, 2009
2009 0,23 0,18 0,31 |Ldpez, 2009
2009 0,22 0,18 0,28 | Autoras, 2010

Fuente: Autoras, 2010.

Las posibles variaciones de la sensibilidad de los organismos, pueden ser causa
de la exposicién a olores y/o vapores fuertes externos al laboratorio de
bioensayos otra causa es la inadecuada manipulacion de los organismos;
entre otras, lo que inevitablemente ocasiona alteraciones en la sensibilidad y
vulnerabilidad de los organismos.

5.2.1.2 Analisis de varianza (ANOVA)

Siguiendo la metodologia del protocolo LBO7 de “Andlisis de Varianza” (Ver
Anexo E), se realizd el andlisis correspondiente de varianza para los ensayos
con las diferentes sustancias estudiadas sobre Daphnia pulex; para el
desarrollo del mismo se tuvo en cuenta los datos registrados en las lecturas de
las pruebas de laboratorio realizadas con los organismos. Por medio de este
analisis se puede determinar una hipétesis nula o alterna comparando el F
calculado, hallado por medio de las ecuaciones nombradas en la Tabla 3 del
capitulo de la metodologia.

Se postularon las siguientes hipoétesis:
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Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los
organismos.
H;: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los
organismos.

Y se realiza el analisis, teniendo en cuenta la siguiente condicién:

Fc > Ft: se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna.
Fc< Ft: se acepta la hipdtesis nula y se rechaza la hipdtesis alterna.

A continuacién se da a conocer un ejemplo de las tablas realizadas para cada
una de las 20 pruebas de sensibilidad

Tabla 17. Pruebas con dicromato de potasio

concentracion 25 ) o 2 gl ke total | promedio
R1 | R2 | R3| R4

0.5 4 5 5 5 19 4,75

0.3 2 4 4 3 13 3,25

0.2 2 1 4 0 7 1,75

0.1 1 1 0 0 2 0,5
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0

total | 41 10,25

Fuente: Autoras, 2010.

Tabla 18. Tratamientos ANOVA para dicromato de potasio

tratamientos 6
observaciones 4
total 24

Fuente: Autoras, 2010.

Tabla N. 19 Resultados ANOVA con dicromato de potasio

Origen de las|Suma de | Grados de | Promedio de

variaciones cuadrados |libertad cuadrados F Calculado e

Entre grupos | 75,70833333 5| 15,14166667

Dentro de 13,25 18| 0,736111111 20,57 2,77
Grupos

Total 88,95833333 23

Fuente: Autoras, 2010.

Como se puede observar el F calculado es mayor al F tedrico, por tanto se
rechaza la hipdtesis nula (Ho), y se acepta la hipdtesis alterna (H1),
determinando asi que las diferentes concentraciones producen efectos distintos
en los organismos prueba.

Se realiz6 el mismo analisis para las 20 pruebas obteniendo, ver tabla 20
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Tabla N. 20 Resultados ANOVA con dicromato de potasio

No. de prueba | fecha F Calculado | F Teérico | Resultado
1 02-Sep-09 20,57 Se acepta H1
2 02-Sep-09 49,29 Se acepta H1
3 05-Sep-09 31,85 Se acepta H1
4 05-Sep-09 127,25 Se acepta H1
5 07-Sep-09 10,78 Se acepta H1
6 07-Sep-09 45,42 Se acepta H1
7 07-Sep-09 125,04 Se acepta H1
8 09-Sep-09 28,40 Se acepta H1
9 09-Sep-09 34,45 Se acepta H7
10 09-Sep-09 54,73 5 77 Se acepta H8
11 12-Sep-09 55,32 Se acepta H9
12 12-Sep-09 34,12 Se acepta H1
13 14-Sep-09 15,42 Se acepta H1
14 14-Sep-09 25,62 Se acepta H1
15 14-Sep-09 80,74 Se acepta H1
16 16-Sep-09 65,60 Se acepta H1
17 16-Sep-09 25,44 Se acepta H1
18 16-Sep-09 18,68 Se acepta H1
19 17-Sep-09 27,46 Se acepta H1
20 17-Sep-09 18,87 Se acepta H1

Fuente: Autoras, 2010.

La anterior tabla nos muestra que el F calculado para cada una de las pruebas
realizadas, es mayor al F tedrico 2.77, dando como resultado la aceptacién de
H1, lo cual indica que al aumentar la concentracién de dicromato de potasio
(K2Cr207), aumenta también la mortalidad de los organismos expuestos, por
tanto los datos demuestran confiabilidad para la Cl so.45 para el dicromato de
potasio.

5.2.2 Pruebas preliminares vy definitivas de toxicidad con cromo
hexavalente (Cr*®)

Con la informacidn de las pruebas preliminares, se pudo establecer el intervalo
de concentracién en el cual se identificé el 0 y el 100% de mortalidad. Se
hicieron 5 pruebas, con el fin de corroborar los datos, asi como la
homogeneidad de los resultados.

Los rangos tomados para la realizacién de las pruebas preliminares fueron los
siguientes, ver tabla 21

Tabla No. 21 Pruebas preliminares con cromo hexavalente
Concentraciones ppm
0.015 0.03 0.06 0.1 0.15
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Fuente: Autoras, 2010.

Como se puede observar en la Tabla No. 21, se manejaron cinco
concentraciones diferentes, a partir de las cuales se definié el rango para la
realizacién de las pruebas definitivas.

Para determinar la concentracién letal media del cromo hexavalente (Cr*®), se
realizaron 10 pruebas definitivas, utilizando cinco concentraciones diferentes
las cuales fueron los siguientes, ver tabla 22

Tabla No. 22 Pruebas definitivas con cromo hexavalente
Concentraciones definitivas ppm

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Fuente: Autoras, 2010.
5.2.2.1 Analisis Probit

En la siguiente tabla, se observa la concentracién letal media y sus limites de
confianza inferior (LCI) y superior (LCS), encontrados para cada uno de las
diez (10) pruebas de toxicidad, con cromo hexavalente sobre Daphnia Pulex.
Ver tabla 23

Tabla 23. Concentracion letal media de cromo hexavalente

95 % Limite de confiabilidad
CL 50-4s8
No. de prueba| FECHA |(ppm)

Limite inferior | Limite superior

(ppm) (ppm)
1 28-Sep-09| 0,130 0,114 0,144
> 28-Sep-09 0,127 0,111 0,141
3 30-Sep-09 0,126 0,112 0,139
4 30-Sep-09 0,124 0,110 0,136
5 01-Oct-09 0,129 0,116 0,141
6 01-Oct-09 0,125 0,109 0,139
7 06-0ct-09 0,126 0,110 0,139
8 06-0Oct-09 0,131 0,118 0,144
9 07-0Oct-09 0,122 0,107 0,135
10 07-0Oct-09 0,123 0,109 0,136

Promedio 0,13 0,11 0,14

Fuente: Autoras, 2010.

El promedio de la CLso, para cromo hexavalente es de 0.13ppm, el cual se
encuentra entre el rango de aceptacidon que comprenden el limite inferior 0.14
ppm y el superior 0.11ppm, mostrando un limite de confiabilidad del 95% en
los resultados. En la tabla se puede observar el promedio de 10 pruebas
realizadas por cada concentracion.

Los resultados de la tabla 21 se pueden observar detalladamente en la
siguiente grafica:
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Grafica 4. Pruebas de Toxicidad con cromo hexavalente
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Fuente: Autoras, 2010.

El promedio de la concentracién letal media del cromo hexavalente (Cr*®) se
encuentra por encima del valor establecido en la Resolucion 3957 de 2009.
Cabe mencionar, que esta resolucion establece un concentraciéon maxima
permisible de 0.5 mg/I, siendo este el valor que garantiza la supervivencia de
la fauna acuatica, para causar la muerte al menos a la mitad de la poblacién
se necesita una concentracién mayor del cromo hexavalente como es el caso
de esta investigacion.

5.2.2.2 Analisis de varianza (ANOVA)

A continuacion se da a conocer un ejemplo de las tablas realizadas para las 10
pruebas efectuadas de cromo hexavalente
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Tabla 24. Pruebas para cromo hexavalente

concentracion SMI EROIISITE BICas Total | promedio
R1 | R2 | R3 | R4

0.25 5 5 5 5 20 5
0.2 4 5 5 5 19 4,75
0.15 3 4 4 0 11 2,75
0.1 1 3 0 0 4 1
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 54 13,5

Fuente: Autoras, 2010.

Tabla 25. Tratamientos ANOVA para cromo hexavalente

Tratamientos 6
Observaciones 4
Total 24

Tabla 26. Resultados ANOVA para cromo hexavalente

Origen de las|Suma de | Grados de|Promedio de o
variaciones cuadrados libertad cuadrados FEEIE R s
Entre grupos 103 5 20,6

Dentro de 17,5 18 0,972222222 | 21,1885714 2,77
Grupos

Total 120,5 23

Fuente: Autoras, 2010.

Como se puede observar el F calculado es mayor que el F tedrico, por
consiguiente se rechaza la hipdtesis nula (Ho), y se acepta la hipodtesis alterna
(H1), determinando asi que las diferentes concentraciones producen efectos
distintos en los organismos prueba.

Los resultados de las demas pruebas se pueden observar a continuacién, tabla

27.
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Tabla 27. Resultados Totales ANOVA para cromo hexavalente

;lrz.e(::; fecha F Calculado | F Teérico Resultado
1 28-Sep-09 21,19 Se acepta H1
2 28-Sep-09 87,56 Se acepta H1
3 30-Sep-09 406,2 Se acepta H1
4 30-Sep-09 87,32 Se acepta H1
5 01-Oct-09 72,55 277 Se acepta H1
6 01-Oct-09 45,42 Se acepta H1
7 06-Oct-09 72,22 Se acepta H1
8 06-Oct-09 54,64 Se acepta H1
9 07-Oct-09 39,22 Se acepta H7
10 07-Oct-09 226,22 Se acepta H8

Fuente: Autoras, 2010.

Todos los resultados para el cromo hexavalente, muestran que el F calculado
es mayor al F tedrico 2.77, dando como resultado la aceptacion de H1, lo cual
indica que al aumentar la concentracion de cromo hexavalente (Cr*®), aumenta
también la mortalidad de los organismos expuestos, por tanto los datos
demuestran confiabilidad para la CL sq9-4g para este toxico.

5.2.3 Pruebas toxicologicas con plomo (Pb)

Se realizaron cinco pruebas preliminares y diez pruebas definitivas con plomo
sobre Daphnia pulex, con el fin de determinar la concentracion letal media (CL
50-48)+

5.2.3.1 Pruebas preliminares de toxicidad con plomo (Pb)

Se realizaron 5 pruebas preliminares. Con esta informacion se pudo establecer
el intervalo de concentracion del 0 y el 100% de mortalidad para poder
establecer las pruebas definitivas.

Las concentraciones de las pruebas preliminares se pueden ver en la siguiente
tabla:

Tabla 28. Pruebas preliminares con plomo
Concentraciones preliminares ppm

0.001 0.01 0.1 1.0 5.0

Fuente: Autoras, 2010.

A partir de los resultados encontrados en las pruebas preliminares de plomo
(Pb), se definid el rango para la realizacién de las pruebas definitivas.
5.2.3.2 Pruebas definitivas de toxicidad con plomo (Pb)

Para determinar la concentracion letal media del plomo (Pb), se realizaron 10
pruebas definitivas, con el fin de corroborar los datos, asi como la
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homogeneidad de los resultados logrando asi establecer el intervalo de
concentracion del 0 y el 100% de mortalidad utilizando cinco concentraciones.
Las concentraciones de las pruebas preliminares se pueden ver en la siguiente
tabla:

Tabla 29. Pruebas definitivas con plomo
Concentraciones definitivas ppm

0.1 0.3 0.5 0.7 1.0

Fuente: Autoras, 2010.

5.2.3.2.1 Analisis Probit

En la siguiente tabla, se observa la CLsp4s Y sus limites de confianza inferior
(LCI) y superior (LCS), encontrados para cada uno de las diez (10) pruebas de
toxicidad, con plomo sobre el organismo Daphnia Pulex.

Tabla 30. Concentracion letal media de plomo

95 % Limite de confiabilidad
No.de | cpcya (Cprﬁ‘%)‘ *
prueba
Limite inferior | Limite superior
(pPm) (ppm)
1 18-Nov-09 0,38 0,29 0,46
2 18-Nov-09 0,41 0,32 0,49
3 21-Nov-09 0,46 0,39 0,52
4 21-Nov-09 0,36 0,28 0,45
5 23-Nov-09 0,46 0,39 0,54
6 23-Nov-09 0,45 0,36 0,55
7 26-Nov-09 0,46 0,38 0,52
8 26-Nov-09 0,39 0,31 0,48
9 28-Nov-09 0,50 0,42 0,59
10 28-Nov-09 0,39 0,30 0,49
Promedio 0,43 0,34 0,51

Fuente: Autoras, 2010.

El promedio de la CLsp, para plomo fue de 0.43 ppm, el cual se encuentra entre
el rango de aceptacion que comprenden el limite inferior 0.34ppm vy el superior
0.51ppm, mostrando asi confiabilidad en los resultados. En la tabla se puede
observar el promedio de 10 pruebas realizadas por cada concentracion.

El promedio de la concentracion letal media para el plomo se encuentra por
encima del valor establecido en la Resolucién 3957 de 2009, la cual establece
como concentracién maxima permisible para el plomo 0.1 mg/l, este valor
garantiza la supervivencia de la fauna acudtica ya que se necesitan
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concentraciones mayores de plomo para causar la muerte de por lo menos la
mitad de la poblacion expuesta a este toxico.
Estos resultados pueden observarse también graficamente, asi:

Grafica 5. Pruebas de toxicidad del plomo

Prueba concentracion letal media (CLs.-ss) del plomo
0,55
0,5

€
Q
o
o
2 0,45 A / ~o—4
k5 / [\
[a
: \/ \VARR
& O \/ 2
N
-
(@)

0,35

0,3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
No. de prueba
= = | imite Superior e==t= CL50-48 Limite Inferior Promedio CL 50-48

Fuente: Autoras, 2010.

Graficamente se puede observar que los resultados de las diferentes pruebas
se mantuvieron dentro de los limites de confiabilidad.

5.2.3.2.2 Analisis de varianza (ANOVA)

A continuacion se da a conocer un ejemplo de las tablas realizadas para las 10
pruebas efectuadas de plomo:

Tabla 31. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)

concentracion HuEGIce ke plicas total | promedio
R1 | R2 |R3 | R4

1.0 5 5 5 5 20 5

0.7 4 5 4 3 16 4

0.5 3 2 4 3 12 3

0.3 1 1 2 1 5 1,25

0.1 0 1 1 0 2 0,5

Blanco 0 0 0 0 0 0

total 55 13,75

Fuente: Autoras, 2010.
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Tabla No.32 Tratamientos ANOVA para plomo

Tratamientos 6
Observaciones 4
Total 24

Fuente: Autoras, 2010.

Tabla 33. Resultados ANOVA para plomo

Origen de las|Suma de | Grados de | Promedio de F Calculado |F Teérico
variaciones cuadrados |libertad cuadrados

Entre grupos 81,20833333 5 16,24166667

Dentro de 5,75 18 0,319444444 50,84 2,77
Grupos

Total 86,95833333 23

Fuente: Autoras, 2010.

Como se puede observar el F calculado es mayor que el F tedrico, por
consiguiente se rechaza la hipdtesis nula (Ho), y se acepta la hipodtesis alterna
(H1), determinando asi que las diferentes concentraciones producen efectos
distintos en los organismos prueba.
Los resultados de las demas pruebas se pueden observar a continuacion, Ver

tabla 34.

Tabla No.34 Resultados Totales ANOVA para plomo

ios el fecha |F Calculado |F Tedrico| Resultado

prueba
1 18-Nov-09 50,84 Se acepta H1
2 18-Nov-09 25,19 Se acepta H1
3 21-Nov-09 58,15 Se acepta H1
4 21-Nov-09 47,60 Se acepta H1
5 23-Nov-09 47,45 2.77 Se acepta H1
6 23-Nov-09 20,57 | Se acepta H1
7 26-Nov-09 49,53 Se acepta H1
8 26-Nov-09 33,88 Se acepta H1
9 28-Nov-09 80,57 Se acepta H7
10 28-Nov-09 46,46 Se acepta HS8

Fuente: Autoras, 2010.

Los resultados de las 10 pruebas de plomo, muestran que el F calculado es
mayor al F tedrico 2.77 dando como resultado la aceptacion de H1, por tanto
los datos demuestran confiabilidad para la CLsg.4g para este toxico.
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5.2.4 Pruebas toxicologicas de la muestra ambiental

Para evaluar el tratamiento que se realiza al vertimiento en la empresa
Industria ZINTEPEC Ltda, se hicieron varias pruebas toxicoldgicas preliminares
con el vertimiento, a partir de las cuales se definieron las concentraciones para
efectuar las pruebas definitivas, asi mismo se realizé el analisis fisicoquimico al
afluente de la galvanotecnia.

5.2.4.1 Analisis fisicoquimico de la muestra ambiental

La muestra ambiental la tomamos del afluente el cual se considera el agua
proveniente del proceso productivo que realiza la empresa Industria ZINTEPEC Ltda.
Los resultados encontrados en el analisis fisicoquimico del vertimiento puede
observarse a continuacion:

Tabla No.35 Resultados de Analisis Fisicoquimicos de la muestra ambiental

PARAMETRO EXPRESADA COMO (mg/L)
Sdlidos sedimentables ml/l-hora 150
DQO mg/I 825
pH Unidades 11
Dureza mg/I 174
Temperatura oC 19
Cromo total mg/I 44

Fuente: Autoras, 2010

De acuerdo a los analisis fisicoquimicos realizados al afluente, se puede
observar que sobrepasa los limites maximos permisibles para cromo segun la
Resolucion 3957 de 2009, ya que para cromo hexavalente la concentracidon
maxima permisible es de 0.5 mg/l. En cuanto a los demas parametros los
valores se encuentran por encima de los limites permisibles de la resolucién
excepto la DQO que se encuentra bajo el rango establecido por la norma.

5.2.4.2 Pruebas preliminares de toxicidad de la muestra ambiental

Para realizar las pruebas preliminares, fue necesario descartar las
concentraciones en donde existia un porcentaje de mortalidad de los
organismos del 100%, ver tabla No. 36

Tabla.36. Pruebas preliminares de la muestra ambiental
Concentraciones preliminares (%V/V)
20% 40% 60% 80% 100%
Fuente: Autoras, 2010.

A partir de los rangos utilizados en las pruebas preliminares se definieron las
concentraciones que se iban a ser utilizadas en las pruebas definitivas.
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5.2.4.3 Pruebas definitivas de toxicidad de la muestra ambiental

Para determinar la concentracidon letal media del afluente, se realizaron 5
pruebas definitivas. Ver tabla No. utilizando cinco concentraciones diferentes
las cuales fueron 0.01, 0.03, 0.05, 0.07 y 0.1 % V/V.

Tabla No.37 Pruebas definitivas de la muestra ambiental
Concentraciones definitivas (%V/V)
0.1% 0.5% 1.0% 5.0% 10%
Fuente: Autoras, 2010.

5.2.4.3.1 Analisis Probit

Se hicieron 5 pruebas de toxicidad definitivas para la muestra ambiental,
obteniéndose para cada una la Clsg.4g, con sus respectivos limites inferior y
superior, por medio de la metodologia Probit para hallar la concentracién letal
media definitiva de la muestra ambiental. Los resultados hallados para cada
una de las pruebas pueden verse en la tabla 38.

Tabla 38. Concentracion letal media de la muestra ambiental (cromo hexavalente)

o 5 95 % Limite de confiabilidad
o. de 50 - 48
FECHA
prueba (%VIV) Limite inferior | Limite superior
(%VIV) (%VIV)
1 08-Dic-09 0,27 0,12 0,47
2 08-Dic-09 0,30 0,15 0,49
5 09-Dic-09 0,24 0,11 0,40
Promedio 0,28 0,13 0,46

Fuente: Autoras, 2010.

El promedio de la CLsp-45, de la muestra ambiental tratamiento fue de 0.28 %
V/V, el cual se encuentra entre el rango de aceptacién que comprenden el
limite inferior 0.13% V/V y el limite superior 0.46 % V/V, ofreciendo mayor
confiabilidad en el resultado de las pruebas. Estos resultados corresponden al
promedio de 5 pruebas realizadas por cada concentracion.

Los resultados de las pruebas toxicoldgicas también pueden ver en el siguiente
grafico:
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Grafica 6.Pruebas de Toxicidad de la muestra ambiental (cromo hexavalente)
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Fuente: Autoras, 2010.

Los resultados de las diferentes pruebas realizadas para la muestra ambiental
se mantuvieron cerca al promedio el cual fue de 0.28 ppm, esto indica que los
resultados de las pruebas se mantuvieron constantes y no existieron

interferencias significativas que alteraran el comportamiento o la sensibilidad
de los organismos.

5.2.4.3.2 Analisis de varianza (ANOVA)

A continuacion se da a un ejemplo de la tabla realizada para las 5 pruebas de
vertimiento, teniendo en cuenta que las pruebas fueron del afluente:

Tabla 39 Pruebas de la muestra ambiental (cromo hexavalente)

concentracion | Namero de réplicas

nominal Total | promedio

I R1 |R2|R3| R4 P
10 5 5|5 5 20 5
5.0 4 5|5 5 19 4,75
1.0 4 5|3 3 15 3,75
0.5 3 al2] 2 11 2,75
0.1 2 1] 2 2 7 1,75
Blanco 0 0|0 0 0 0
total 72 18

Fuente: Autoras, 2010.
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Tabla No.40 Tratamientos ANOVA para la muestra ambiental (cromo hexavalente)

Tratamientos 6
Observaciones 4
Total 24

Fuente: Autoras, 2010.

Tabla No.41 Resultados ANOVA para la muestra ambiental

cromo hexavalente)

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Calculado | F Teérico
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 73 5 14,6
Dentro de 7 18 0,388888889 | 37,54285714| 277
Grupos
Total 80 23

Fuente: Autoras, 2010.

Como se puede observar el F calculado es mayor al F tedrico, por consiguiente
se rechaza la hipdtesis nula (Ho), y se acepta la hipdtesis alterna (H1),
determinando asi que las diferentes concentraciones producen efectos distintos
en los organismos prueba. Asi como para el ejemplo anterior se obtuvieron los
resultados para las 20 pruebas ver tabla 42.

Tabla 42. Resultados Totales ANOVA par la muestra ambiental (cromo hexavalente)

No. de prueba fecha F Calculado | F Teérico | Resultado
1 08-Dic-09 37,54 Se acepta H1
2 08-Dic-09 56,88 Se acepta H1
3 08-Dic-09 50,84 |2-77 Se acepta H1
4 09-Dic-09 55,32 Se acepta H1
5 09-Dic-09 59,02 Se acepta H1

Fuente: Autoras, 2010.

Todos los resultados para el afluente del sistema de tratamiento, muestran que
el F calculado es mayor al F tedrico 2.77, dando como resultado la aceptacion
de H1, lo cual indica que al aumentar el porcentaje del vertimiento, aumenta
también la mortalidad de los organismos expuestos, por tanto los datos
demuestran confiabilidad para la CLso.4g para la muestra ambiental.
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5.7.1 Obtencion de la carga toxica e indice toxicologico del vertimiento

La carga toxica vy el indice toxicolégico son determinados con el fin de evaluar
y clasificar el vertimiento analizado, lo cual hace necesario conocer el caudal
promedio de la industria y la concentracién letal media del vertimiento
analizado.

Para el cédlculo de la carga téxica se utilizd la siguiente ecuacion: expresada en
unidades téxicas (UT) "

100
CT(UT) = m X Qprom

Donde:

Q = Caudal promedio (ms/mes)

CT = Carga Toxica, expresada en unidades Toxicas
CLso= Concentracion Letal Media Promedio
Remplazando:

100 m3
CT(UT) = x 3.5 =1.250 UT

0.28 % (5) mes

Con el calculo de la carga toxica y transformacién logaritmica en base 10 de la
misma se obtuvo el indice toxicoldgico aplicando la siguiente formula:

IT = Log (1 +UT)

Remplazando:
Log(1 + 1.250) = 3.09

A continuacion se presentan los rangos que nos permite hacer la clasificaciéon
del vertimiento. Observar la siguiente tabla:

" Es una extrapolacion altamente simplificada para pasar datos de toxicidad de laboratorio al
ambiente es el calculo de la unidad de toxicidad (UT, grado de toxicidad de un efluente, o la
concentracion de una sustancia expresada como una fraccion del punto final de toxicidad medido:

1/CLeo).
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Tabla 43. indices Toxicol4gicos

Rangos Carga Toxica
1-1.99 Despreciable
2-2.99 Reducida
3-3.99 Moderada
4 -4.99 Considerable
>5 Elevada

Fuente: ESCOBAR, MALAVER; Pedro Miguel. Implementacién de un sistema de alerta de riesgo toxicoldgico
utilizando Daphnia Pulex para la evaluacion de muestras ambientales.1997.

De acuerdo con los rangos establecidos en la tabla anterior podemos clasificar
el vertimiento con una carga toxica modera.
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6. CONCLUSIONES

Se determind que la concentraciéon letal media Clsp4s, del cromo
hexavalente sobre Daphnia pulex es de 0.13 ppm, al igual que para el
plomo se determino que la ClLso.4s de 0.43 ppm, las cuales se encuentran
entre el limite inferior y el limite superior del analisis Probit demostrando de
esta forma una confiabilidad del 95% en los resultados encontrados.

De acuerdo a los resultados encontrados para la pruebas de toxicidad de
cromo hexavalente y plomo, fue evidente que el organismo prueba Daphnia
Pulex es mas tolerante al plomo ya que el 50% de la poblacién expuesta de
los organismos prueba se moria a una concentraciéon mas baja de cromo
hexavalente que de plomo.

Al hacer un analisis comparativo de los valores hallados de la concentracién
letal media ClLso.4s del cromo hexavalente (Clsp4s= 0.13 mg/L) vy la
concentraciéon letal media Clso4s del dicromato de potasio (CLsg= 0.22
mg/L), encontramos que el cromo hexavalente es mas tdéxico cuando se
encuentra en estado puro, que cuando se encuentra haciendo parte de un
compuesto como es el dicromato de potasio, debido a las caracteristicas de
los demas elementos que hacen parte del compuesto, ya que pueden sufrir
transformaciones y alterar las condiciones de la reaccion.

La sensibilidad hallada con el toxico de referencia (dicromato de potasio)
arroja un resultado de CLso-4s = 0,22. Por consecuente, se concluye que la
sensibilidad del cultivo Daphnia pulex al dicromato de potasio, se encuentra
dentro de los otros rangos establecidos por las diferentes investigaciones
realizadas por el departamento de Ingenieria Ambiental y Sanitaria de la
universidad de La Salle.

Segun el resultado encontrado por el analisis de laboratorio para la muestra
del vertimiento de la industria tipo ubicada en Bogotda, vemos que posee
una concentracion de 44 mg/L de cromo, siendo significativamente alta
segun el limite establecido en la resolucion 3957 de 2009 capitulo V, que
rige a nivel Bogota.

En todos los analisis de varianza (ANOVA) para cada una de las pruebas de
toxicidad, se rechaza la hipdtesis nula (Ho), y se acepta la hipétesis alterna
(H1), determinando asi que a diferentes concentraciones se producen
efectos distintos en los organismos prueba, lo que proporciona un mayor
grado de confiabilidad de los datos en la toma de registro vy
consecuentemente de los resultados encontrados.
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Las sustancias potencialmente téxicas pueden encontrarse en
concentraciones tan bajas, o en condiciones ambientales tales, que son
indetectables con los métodos quimicos convencionales, de aqui la
necesidad de los bioensayos, ya que ademas de detectar concentraciones
minimas de un contaminante, también son un método rapido, econdémico y
confiable. Ademas, con la ayuda de la caracterizacién fisicoquimica dan una
vision mas real del estado de un vertimiento y/o de un cuerpo de agua.
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7. RECOMENDACIONES

Basado en los resultados de las Clsoyg del cromo hexavalente
encontrado, se sugiere que se debe retomar las concentracion maxima
permisible para vertir a un cuerpo de agua y/o red de alcantarillado
publico expuestas en la resolucion 3957 de 2009, ya que esta tiene un
rango amplio del toxico estudiado, llevando a que los organismos de los
ecosistemas acuatico no toleren la ClLsy establecida por la norma
vigente

Bajo este resultado del analisis fisicoquimico del vertimiento de la
industria tipo, se hace necesario la sugerencia de aplicar un tratamiento
al vertimiento de la industria tipo, para la remocién de cromo, el cual
puede ser: Precipitacion Quimica, Oxidacidon-Reduccion, Intercambio
I6nico.

Los bioensayos de toxicidad deben ampliarse a otros sectores
industriales y diferentes contaminantes, con el fin de diagnosticar los
posibles impactos ambientales negativos que se puedan ocasionar a los
cuerpos de agua.

Se recomienda realizar bioensayos con otros indicadores de toxicidad
como: pulga de agua Daphnia magna, truchas arcoiris alevinos de
Oncorhynchus Mykiss y semilla lactuca sativa, para asi poder analizar y
comparar los datos hallados del cromo hexavalente en la presente
investigacion.

Se recomienda realizar Bioensayos con el indicador de toxicidad semilla
lactuca sativa, con el objeto de tener un comparacion completa de
resultados de Clso.4s, Ya que con las especies de Daphnia pulex y
magna vy la trucha arcoiris alevinos de Oncorhynchus Mykiss

Es importante seguir realizando bioensayos con los indicadores
ambientales que utiliza el programa de Ingenieria Ambiental y Sanitaria
de la Universidad de La Salle, con el fin de obtener una mayor referencia
de la CL50 de los téxicos citados en el Decreto 1594 de 1984. De tal
forma, que al obtener la informacién de las investigaciones se podra
modificar y crear una legislacion ambiental mas estricta en el control de
vertimientos y proteccién de la fauna y flora, asociados con los
ecosistemas acuaticos.

Se sugiere considerar los datos hallados durante la investigacion, con el
fin de modificar el pardametros actuales de la norma colombiana
(Resolucién 3957 de 2009), para garantizar la preservacion de los
ecosistemas acuaticos.
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En el Decreto 1594 de 1984, es necesario incluir valores para la
concentracion letal media con tiempo de exposicion de 48 horas, de
toxicos de referencia con el fin de ofrecer informacién completa respecto
a los posibles impactos que puedan generar determinadas sustancias,
con el fin de preservar la fauna y la flora de los ecosistemas acuaticos.
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DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA
AMBIENTAL'Y
SANITARIA

e
%] UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Bogotd - Colombia

LABORATORIO DE
BIOENSAYOS

CONTEO DE ALGAS CON LA CAMARA NEUBAUER
PROTOCOLO LB0O3

REGISTRO DEL CONTEO DE ALGAS VERDES Pagina 1 del

Selenastrum capricornutum.
Lina M. Velandia - Yinny Montafiez

Esquema No. 10. Lectura de algas en la camara Neubauer

.
IJ | H

I5* .
IJ |

Fuente: Autoras 2010

Lectura 1 = (38 x 4) + (52 x 4) + (56 x 4) + (62 x 4) =836

Lectura 2 = (52x 4) + (57 x 4) + (40 x 4) + (51 x 4) =800

Lectura 3 = (26x 5) + (20 5) + (17 x 5) + (22x 5)+ (26 x 5) =555
Lectura & = (52 x &) + (46 x 4) + (53x 4) + (43x 4) = 776

Lectura 5 = (46x 4) + (41 x 4) + (47 x4) + (29 x4) =652

2 Lecturas = 3619 = y = 724 celulas
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Con esta informacién se procede a determinar la cantidad de células que existen
en un 1 ml, sabiendo que la cdmara Neubauer tiene una capacidad de 1 x 10™ de
la siguiente manera:

XCelulas _ No.celulas

- = = No.celulas =7.24*10°
110" ml 1ml

Posteriormente, se multiplica este valor por el factor de dilucién, dando asi el
valor real que existe en 1 ml.
El factor de dilucion tomado fue de 15.

7.2%10°°% factor de dilucion = 1.07x10°

Se calculé que el volumen de alimento que necesita cada pecera que contiene 20
Daphnia pulex con la siguiente formula:

V:(AxB)
C

Donde:

V: volumen del concentrado de algas

A: numero de Daphnia pulex acuario

B: dosis optima recomenda (3 * 10° celulas por daphnia pulex/dia)

C: concentracion (numero de celulas/ml) de la suspension de algas descritas y
halladas anteriormente

Remplazando

V= (20 * (3% 10°)  0.55ml
~1.08%10° dia

~ 0.55* 2 = 1.11ml/2dias

A partir de este resultado se obtuvo la cantidad de alimento que se debe suministrar
en cada pecera que contenga 20 individuos de Daphnia pulex, asi como la frecuencia
de alimentacién, que en este caso seria 1.11ml/2dias
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Y SANITARIA
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BIOENSAYOS Reporte de datos de bioensayos Pag. 1 de5
Datos Pruebas de sensibilidad con el téxico de referencia dicromato de potasio
(K2Cr207).
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5|2 total v 8| <
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G |- 1|12 | 3|4 oD pH - R
2 €| u
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1 (] )
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I <
1 03 | 2| 4| 4]3 13 65 | ©
0,5 4 5 5 5 19 95
Blanco| O 0 0 0 0 0
o | 0,05 0 0 0 0 0 .
o o
al| 01 0 0 1 1 2 10 o
2 | @ oy
i 0,2 3 1 1 2 6.72 7.2 7 35 e
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-~ 005 0] 0] O0]O0 0 0 | o
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a| 01 1 1 0 0 2 10 o
4 Q Q
L 0,2 1 1 2 2 30 ¥
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1 03 | 3|3 | 4]3 13 65 | ©
0,5 5 5 5 5 6.65 6.9 20 100

Elaborado por: Autoras 2010
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BIOENSAYOS
Datos Pruebas de sensibilidad con el toxico de referencia dicromato de potasio
(K2Cr207).
Replicas medidas finales T
8 ° =
© o0
g .':: [ total ‘g :
el 9 1123 a oD pH muertos | £ | 5
2 g | &
X
Blanco| O 0 0 0 0 0
-~ 005 0] 0| 01]oO 0 0 | o
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5 (] o
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Elaborado por: Autoras 2010
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BIOENSAYOS
Datos Pruebas de sensibilidad con el toxico de referencia dicromato de potasio
(K2Cr207).
. . . "
© Replicas medidas finales g o =
Q| @ o 02 | <
E < 3 T T ©
a 8 [ ] E 3° "E N -
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Elaborado por: Autoras 2010
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LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LBO7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) | Pigina 1 de 10
Prueba de toxicidad con cromo hexavalente Cr*® MONTAIJE 1

Lina M. Velandia - Yinny Montafhez

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Namero de réplicas Total promedio
R1 R2 R3 R4
0.25 5 5 5 5 20 5
0.2 4 5 5 5 19 4,75
0.15 3 4 4 0 11 2,75
0.1 1 3 0 0 4 1
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 54 13,5

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos
H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
podemos construir la tabla No. 2 del analisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de Suma de Grados de | Promedio de .
las . F Calculado F Teodrico
e cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos 103 5 20,6
Dg”tro de 175 18 0972222222 | 2118857143 | 2,77
rupos
Total 120,5 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipétesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones
producen efectos distintos.
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Lina M. Velandia - Yinny Montafiez

Pagina 2 de 10
MONTAJE 2

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
0,25 5 5 5 5 20 5
0.2 5 5 4 5 19 4,75
0.15 3 3 4 3 13 3,25
0.1 1 2 2 0 5 1,25
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 57 14,25
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de L
las . F Calculado F Tedrico
L cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos 103,375 5 20,675
Dentro de
Grupos 4,25 18 0,236111111 | 87,56470588 2.77
Total 107,625 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipdtesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
0.25 5 5 5 5 20 5
0.2 5 5 5 5 20 4,75
0.15 3 4 3 4 14 3,5
0.1 1 1 1 1 4 1
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 58 14,25
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24

podemos construir la tabla No. 2 del analisis de varianza de la siguiente forma:

Origen de Suma de Grados de | Promedio de .
las . F Calculado F Tedrico
L cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos 112,83 5 22,56666667
Dentro de 1 18 0,055555556 4062 277
Grupos
Total 113,833 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipotesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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Pagina 4 de 10
MONTAJE 4

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
0,25 5 5 5 5 20 5
0.2 5 5 4 5 19 4,75
0.15 3 3 4 3 13 3,25
0.1 1 2 2 0 5 1,25
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 57 14,25
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de L
las . F Calculado F Tedrico
e cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos 103,375 5 20,675
Dentro de 425 18 0,236111111 | 87,56470588 |  2.77
Grupos
Total 107,625 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipétesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
0.25 5 5 5 5 20 5
0.2 5 5 5 5 20 4,75
0.15 3 2 5 4 14 3,5
0.1 1 1 0 1 3 0,75
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 57 14
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de L.
las cuadrados libertad cuadrados F Calculado F Tedrico
variaciones
Entre grupos 115,875 5 23,175
Dentro de 5,75 18 0,319444444 | 72,54782609 2.77
Grupos
Total 121,625 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipétesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones
producen efectos distintos.
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Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
0.25 5 5 5 5 20 5
0.2 3 4 2 4 13 4,75
0.15 1 2 3 1 7 1,75
0.1 1 0 1 0 2 0,5
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 42 12
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de L
las . F Calculado F Tedrico
e cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos 82 5 16,4
Dentro de
Grupos 6,5 18 0,361111111 | 45,41538462 2.77
Total 88,5 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipétesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
0.25 5 5 5 5 20 5
0.2 5 5 5 4 19 4,75
0.15 3 3 4 5 15 3,75
0.1 1 2 0 1 4 1
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 58 14,5
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de .
las cuadrados libertad cuadrados F Calculado F Tedrico
variaciones
Entre grupos | 110,3333333 5 22,06666667
Dentro de 5,5 18 0,305555556 | 72,21818182 |  2.77
rupos
Total 115,8333333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipdtesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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PROTOCOLO LB0O7

REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
Prueba de toxicidad con cromo hexavalente Cr*®
Lina M. Velandia - Yinny Montafiez

Pagina 8 de 10
MONTAJE 8

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
0.25 5 5 5 5 20 5
0.2 5 5 5 5 20 4,75
0.15 2 5 2 4 13 3,25
0.1 1 1 0 1 3 0,75
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 56 13,75
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del anélisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de .
las . F Calculado F Tedrico
L cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos | 113,8333333 5 22,76666667
Dentro de 7.5 18 0,416666667 54,64 277
Grupos
Total 121,3333333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipotesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA
AMBIENTAL'Y
SANITARIA

A

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Bogoti - Colombia

LABORATORIO DE
BIOENSAYOS

PROTOCOLO LB0O7

ANALISIS VARIANZA (ANOVA)

REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

Prueba de toxicidad con cromo hexavalente Cr*®
Lina M. Velandia - Yinny Montahez

Pagina 9 de 10
MONTAIJE 9

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
0.25 5 5 5 5 20 5
0.2 5 5 5 5 20 4,75
0.15 3 4 3 3 13 3,25
0.1 1 1 4 0 6 1,5
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 59 14,5
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de .
las cuadrados libertad cuadrados F Calculado F Tedrico
variaciones
Entre grupos | 106,2083333 5 21,24166667
Dentro de 9,75 18 0541666667 | 39,21538462 |  2.77
rupos
Total 115,9583333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipotesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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Determinacion de la concentracion letal media (CL_ ) del plomo y cromo hexavalente

mediante bioensayos de toxicidad acudtica utilizando Daphnia pulex

DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA =y UNIVERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A Bogotd - Colombia
SANITARIA

LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7

REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
Prueba de toxicidad con cromo hexavalente Cr*®
Lina M. Velandia - Yinny Montafiez

Pagina 10 de 10
MONTAJE 10

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de cromo hexavalente Cr*®

concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
0.25 5 5 5 5 20 5
0.2 5 5 5 5 20 4,75
0.15 3 3 4 4 14 3,5
0.1 1 1 2 1 5 1,25
0.05 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 59 14,5
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los
organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de L
las . F Calculado F Tedrico
e cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos | 110,2083333 5 22,04166667
Dentro de
Grupos 1,75 18 0,097222222 | 226,7142857 2.77
Total 111,9583333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Tedrico, por consiguiente se rechaza la
hipétesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones
producen efectos distintos.
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Determinacion de la concentracion letal media (CL_ ) del plomo y cromo hexavalente

mediante bioensayos de toxicidad acudtica utilizando Daphnia pulex

DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA
AMBIENTAL'Y
SANITARIA

P B i

Fam o) o e d

*’:‘.‘

Bogotd - Colombia

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

LABORATORIO DE

ANALISIS VARIANZA (ANOVA)

BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pagina 1 de 10
Prueba de toxicidad con plomo (Pb) MONTAJE 1
Lina M. Velandia - Yinny Montafiez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 4 5 4 3 16 4
0.5 3 2 4 3 12 3
0.3 1 1 2 1 5 1,25
0.1 0 1 1 0 2 0,5
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 55

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el

organismos

mismo efecto en

todos los

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de L
las . F Calculado F Tedrico
e cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos | 81,20833333 5 16,24166667
Dentro de
Grupos 5,75 18 0,319444444 | 50,84347826 2,77
Total 86,95833333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Tedrico, por consiguiente se rechaza la
hipétesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones
producen efectos distintos.
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DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA UNI‘VERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A Boyots s Colonbis
SANITARIA
LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pagina 2 de 10
Prueba de toxicidad con plomo (Pb) MONTAJE 2
Lina M. Velandia - Yinny Montahez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Numero de réplicas total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 5 5 3 2 15 4
0.5 4 2 3 2 11 2,75
0.3 1 2 2 1 6 1,5
0.1 0 1 0 0 1 0,25
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 53 13,5

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de .
las . F Calculado F Tedrico
L cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos | 78,70833333 5 15,74166667
Dentro de 11,25 18 0,625 2518666667 |  2.77
Grupos
Total 89,95833333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipdtesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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Determinacion de la concentracion letal media (CL_ ) del plomo y cromo hexavalente

mediante bioensayos de toxicidad acudtica utilizando Daphnia pulex

DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA
AMBIENTAL'Y
SANITARIA

S
Fam o) o e d

*’:‘.‘

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Bogotd - Colombia

LABORATORIO DE

ANALISIS VARIANZA (ANOVA)

BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pagina 3 de 10
Prueba de toxicidad con plomo (Pb) MONTAJE 3
Lina M. Velandia - Yinny Montafiez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 3 4 5 5 17 4,25
0.5 2 2 2 4 10 2,5
0.3 1 1 1 1 4 1
0.1 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 51 12,75

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el

organismos

mismo efecto en

todos los

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24

podemos construir la tabla No. 2 del analisis de varianza de la siguiente forma:

Origen de

Suma de Grados de | Promedio de ..
las . F Calculado F Tedrico
e cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos 92,88 5 18,575
Dentro de
Grupos 5,75 18 0,319444444 | 58,14782609 2.77
Total 98,625 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipdtesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones
producen efectos distintos.
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DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA UNWERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A Bogoti » Colombia
SANITARIA
LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pégina 4 de 10
Prueba de toxicidad con plomo (Pb) MONTAJE 4
Lina M. Velandia - Yinny Montafhez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Numero de réplicas total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 5 5 3 2 15 4
0.5 4 2 3 2 1 2,75
0.3 1 2 2 1 6 1,5
0.1 0 1 0 0 1 0,25
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 53 13,5

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de .
las . F Calculado F Tedrico
L cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos | 78,70833333 5 15,74166667
Dentro de 11,25 18 0,625 2518666667 | 2.7
Grupos
Total 89,95833333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipotesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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Determinacion de la concentracion letal media (CL_ ) del plomo y cromo hexavalente

mediante bioensayos de toxicidad acudtica utilizando Daphnia pulex

DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA
AMBIENTAL'Y
SANITARIA

A

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Bogotd - Colombia

LABORATORIO DE

ANALISIS VARIANZA (ANOVA)

BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pagina 5 de 10
Prueba de toxicidad con plomo (Pb) MONTAJE 5
Lina M. Velandia - Yinny Montafiez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 3 4 5 5 17 4,25
0.5 2 2 2 4 10 2,5
0.3 1 1 1 1 4 1
0.1 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 51 12,75

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el

organismos

mismo efecto en

todos los

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
podemos construir la tabla No. 2 del analisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
las Suma de Gr_ados de | Promedio de F Calculado F Tedrico
e cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos 92,88 5 18,575
Dentro de 5,75 18 0,319444444 | 5814782609 2.77
Grupos
Total 98,625 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipétesis nula y acepta la hipdtesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones
producen efectos distintos.
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DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA UNWERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A Bogoti » Colombia
SANITARIA
LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pégina 6 de 10
Prueba de toxicidad con plomo (Pb) MONTAJE 6
Lina M. Velandia - Yinny Montafhez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Numero de réplicas total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 4 3 4 4 15 4
0.5 3 2 2 4 1 2,75
0.3 1 2 0 1 4 1
0.1 0 1 0 0 1 0,25
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 51 13

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de .
las . F Calculado F Tedrico
L cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos 82,375 5 16,475
Dentro de 6,25 18 0,347222222 47,448 2.77
Grupos
Total 88,625 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipotesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA =y UNIVERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A T ——
SANITARIA

LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)

BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pagina 7 de 10
Prueba de toxicidad con plomo (Pb) MONTAJE 7
Lina M. Velandia - Yinny Montafiez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 4 5 3 4 16 4
0.5 3 2 4 2 11 2,75
0.3 4 5 3 4 16 4
0.1 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 63 15,75

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los
organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de L
las . F Calculado F Tedrico
e cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos 92,875 5 18,575
Dentro de
Grupos 6,75 18 0,375 49,53333333 2.77
Total 99,625 23

Como podemos observar el F Calculado> F Tedrico, por consiguiente se rechaza la
hipétesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones
producen efectos distintos.
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DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA
AMBIENTAL'Y
SANITARIA

A

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Bogoti - Colombia

LABORATORIO DE

ANALISIS VARIANZA (ANOVA)

BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pagina 8 de 10
Prueba de toxicidad con plomo (Pb) MONTAJE 8
Lina M. Velandia - Yinny Montahez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 4 3 3 5 15 3,75
0.5 2 4 2 4 12 3
0.3 1 2 2 1 6 1,5
0.1 0 1 0 0 1 0,25
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 54 13,5

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el

organismos

mismo efecto en

todos los

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de .
las cuadrados libertad cuadrados F Calculado F Tedrico
variaciones
Entre grupos 80 5 16
Dentro de 8,5 18 0472222222 | 3388235204 | 277
rupos
Total 88,5 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipdtesis nula y acepta la hipotesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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DEPARTAMENTO
DE INGENIERIA =y UNIVERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A Bogot - Calombia
SANITARIA
LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pagina 9 de 10
Prueba de toxicidad con plomo (Pb) MONTAJE 9
Lina M. Velandia - Yinny Montafiez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Ndmero de replicas total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 3 3 4 3 13 3,25
0.5 2 3 2 2 9 2,25
0.3 1 2 1 0 4 1
0.1 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 46 11,5

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los

organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los

organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
odemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de L
las . F Calculado F Tedrico
e cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos | 78,33333333 5 15,66666667
Dentro de 3,5 18 0,104444444 | 8057142857 |  2.77
Grupos
Total 81,83333333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Teodrico, por consiguiente se rechaza la
hipétesis nula y acepta la hipdtesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos.
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DEPARTAMENTO DE
INGENIERIA ey UNIVERSIDAD DE LA SALLE

AMBIENTAL Y Bogoti - Colombia

R

SANITARIA
LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LB0O7
Pagina 10 de 10
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) MONTAJE 10
Prueba de sensibilidad con plomo (Pb)
Lina M. Velandia - Yinny Montafiez
Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad de plomo (Pb)
concentracion Ndmero de replicas Total promedio
R1 R2 R3 R4
1.0 5 5 5 5 20 5
0.7 3 4 5 3 15 4
0.5 2 3 3 2 10 2,5
0.3 1 2 2 1 6 1,5
0.1 0 1 1 0 2 0,5
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 53 13,5

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

tratamientos 6
observaciones 4
total 24
podemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
las Suma de Grados de | Promedio de F Calculado F Tebrico
L cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre grupos | 74,20833333 5 14,84166667
Dentro de 5,75 18 0,319444444 | 46,46086957 2.77
Grupos
Total 79,95833333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Tedrico, por consiguiente se rechaza la hipotesis
nula y acepta la hipétesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones producen

efectos distintos.
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DEPARTAMENTO DE
INGENIERIA
AMBIENTAL'Y
SANITARIA

“Fary  UNIVERSIDAD DE LA SALLE
A Bogoti - Colombia

LABORATORIO DE
BIOENSAYOS

ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
PROTOCOLO LB0O7

REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Prueba | Pagina 1 de 5
de toxicidad con la muestra ambiental (cromo hexavalente) MONTAJE 1

Lina M. Velandia - Yinny Montafiez

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad con la muestra ambiental (Cr*®)

concentracion Numero de réplicas Total promedio
nominal % R1 R2 R3 R4

10 5 5 5 5 20 5

5.0 4 5 5 5 19 4,75

1.0 4 5 3 3 15 3,75

0.5 3 4 2 2 11 2,75

0.1 2 1 2 2 7 1,75
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 72 18

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :

Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos

H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

Tratamientos 6
observaciones 4
Total 24
podemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Origen de .
Suma de Grados de | Promedio de ‘.
las cuadrados libertad cuadrados F Calculado F Tedrico
variaciones
Entre grupos 73 5 14,6
Dentro de 7 18 0,388888889 | 37,54285714 2,77
Grupos
Total 80 23

Como podemos observar el F Calculado> F Tedrico, por consiguiente se rechaza la hipdtesis
nula y acepta la hipétesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones producen

efectos distintos.
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DEPARTAMENTO DE
INGENIERIA ey UNIVERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A o —
SANITARIA
LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LB07
REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Pdgina 2 de 5

Prueba de toxicidad con la muestra ambiental (cromo hexavalente) | MONTAJE 2
Lina M. Velandia - Yinny Montafez

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad con la muestra ambiental (Cr*®)

concentracion Nuamero de réplicas .
nominal % R1 R2 pR3 R4 Total promedio

10 5 5 5 5 20 5

5.0 5 5 5 4 19 4,75

1.0 3 3 4 5 15 3,75

0.5 3 3 4 3 13 3,25

0.1 2 1 1 1 5 1,25
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 72 18

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos
H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

Tratamientos 6
observaciones 4
Total 24

podemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de -
o . F Calculado F Tedrico
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 79 5 15,8
Dentro de 5 18 0277777778 56,88 277
Grupos
Total 84 23

Como podemos observar el F Calculado> F Tedrico, por consiguiente se rechaza la hipotesis
nula y acepta la hipétesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones producen
efectos distintos.
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DEPARTAMENTO DE
INGENIERIA mry UNIVERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A Bogotd + Colonbiz

SANITARIA
LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)

BIOENSAYOS PROTOCOLO LB07

REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Prueba | Pigina 3 de 5
de toxicidad con la muestra ambiental (cromo hexavalente) MONTAJE 3

Lina M. Velandia - Yinny Montafiez

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad con la muestra ambiental (Cr*®)

concentracion Ndamero de réplicas Total promedio
nominal % R1 R2 R3 R4

10 5 5 5 5 20 5

5.0 5 5 5 5 20 4,75
1.0 4 3 4 5 16 4

0.5 4 2 3 2 11 2,75

0.1 2 2 1 1 6 1,5
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 73 18

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos
H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

Tratamientos 6
observaciones 4
Total 24

podemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de -
N . F Calculado F Tedrico
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 81,21 5 16,24166667
Dentro de 5,75 18 0,310444444 | 50,84347826 | 277
Grupos
Total 86,958 23

Como podemos observar el F Calculado> F Tedrico, por consiguiente se rechaza la hipotesis
nula y acepta la hipédtesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones producen

efectos distintos.
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DEPARTAMENTO DE
INGENIERIA ey UNIVERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A T —
SANITARIA

LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LBO7

REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Prueba
de toxicidad con la muestra ambiental (cromo hexavalente)
Lina M. Velandia - Yinny Montafez

Pagina 4 de 5
MONTAIJE 4

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad con la muestra ambiental (Cr*®)

concentracién Numero de réplicas .
noinal % R1 R pR3 Ra total promedio
10 5 5 5 5 20 5
5.0 5 5 5 5 20 4,75
1.0 4 3 3 2 12 3
0.5 3 4 2 3 12 3
0.1 2 1 1 2 6 1,5
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 70 17,25

De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos
H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

Tratamientos 6
observaciones 4
Total 24
podemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:
Orlg_en .de las Suma de Gr_ados de | Promedio de F Calculado F Tebrico
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos | 76,83333333 5 15,36666667
Dentro de 5 18 0,28 55,32 2.77
Grupos
Total 81,83333333 23

Como podemos observar el F Calculado> F Tedrico, por consiguiente se rechaza la hipotesis
nula y acepta la hipétesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones producen

efectos distintos.
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DEPARTAMENTO DE
INGENIERIA mry UNIVERSIDAD DE LA SALLE
AMBIENTAL Y A Bogotd + Colonbiz

SANITARIA
LABORATORIO DE ANALISIS VARIANZA (ANOVA)
BIOENSAYOS PROTOCOLO LB07

REGISTRO DE DATOS DE ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) Prueba | Pigina 5 de 5

de toxicidad con la muestra ambiental (cromo hexavalente) MONTAJE 5

Lina M. Velandia - Yinny Montafiez

Tabla Nol. Formato pruebas de toxicidad con la muestra ambiental (Cr*®)

concentracion Ndamero de réplicas total promedio
nominal % R1 R2 R3 R4
10 5 5 5 5 20 5
5.0 5 5 5 5 20 4,75
1.0 4 4 5 3 16 4
0.5 3 4 2 3 12 3
0.1 2 2 1 2 7 1,75
Blanco 0 0 0 0 0 0
total 75 18,5
De la cual partimos de dos hipétesis, a saber :
Origen de las Suma de Grados de | Promedio de -
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Calculado F Tedrico
Entre grupos 77,875 5 15,575
Dentro de 4,75 18 0,263888889 | 59,02105263 2.77
Grupos
Total 82,625 23

Ho. las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos
H;. las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los organismos

Teniendo en cuenta que tenemos

Tratamientos 6
observaciones 4
Total 24

podemos construir la tabla No. 2 del andlisis de varianza de la siguiente forma:

Como podemos observar el F Calculado> F Tedrico, por consiguiente se rechaza la hipotesis
nula y acepta la hipétesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones producen
efectos distintos.
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