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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.
BENTOPELAGICOS. Peces que se alimentan de organismos bentdnicos y nadadores libres.

BIOENSAYOS DE TOXICIDAD: permiten evaluar el grado de afectacion que una sustancia

guimica tiene en organismos vivos y éstos pueden ser agudos o crénicos.

CARCINOGENICO. Cualquier compuesto quimico que puede originar la formacién de

lesiones cancerosas.

CONCENTRACION LETAL MEDIA (CL50). Concentracion del compuesto toxico que afecta al
50% de la poblacion de la especie modelo, causando su muerte, bajo condiciones de prueba

en un tiempo determinado.

CONTAMINANTE. Sustancia introducida en el ambiente por actividades humanas, que

produce efectos adversos sobre organismos individuales vivos y en el ecosistema.

CUERPOS DE AGUA. Masa o extension de agua como un lago, mar u océano que cubre
parte de la tierra. Algunos cuerpos de agua son artificiales, como estanques, pero la mayoria

son naturales. Pueden contener agua salada o agua dulce.

DICROMATO DE POTASIO (K.Cr,0O7). Se trata de una sustancia de color intenso
anaranjado; es un oxidante fuerte. En contacto con sustancias organicas puede provocar

incendios.

DOSIS. Contenido de principio activo de un medicamento, expresado en cantidad por unidad
de toma, por unidad de volumen o de peso, en funcién de la presentacion, que se administrara

de una vez.
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ECOTOXICOLOGIA. Es el estudio de la relacién dosis o concentracion / efecto de toxicos
liberados al ambiente sobre los sistemas biéticos incluyendo los niveles de organizacion

inferiores y superiores al nivel de organismos.

ENSAYO DEFINITIVO: prueba disefiada para establecer la concentracion a la cual se
presenta el efecto final establecido. Los periodos de exposicion son mayores que las pruebas
preliminares y las de intervalo, se utilizan multiples concentraciones a estrechos intervalos y

multiples réplicas.

ENSAYO PRELIMINAR: (Screrning): prueba para determinarse si se produce un impacto.
Estas pruebas se disefian utilizando una concentracion, multiples réplicas y una exposicion de
24 a 96 horas.

INPRINTED. Es un periodo fundamental donde el alevino de 6 a 8 cm. adquiere, a través de
su dotacion genética, las caracteristicas del medio acuoso que lo rodea llevandolas consigo

toda su vida

NOEC. (Non Observed Adverse Effects Level) es el nivel de exposicion experimental que

representa el maximo nivel probado al cual no se observan efectos tdxicos o nocivos.

PELAGICOS. Zona marina que abarca tanto la superficie como el seno del mar, excluyendo el

fondo (bentos).

POIQUILOTERMO. Organismos cuya temperatura corporal esta influida por el medio que los

rodea.

TOXICO. Agente capaz de producir un efecto adverso, dafiando la estructura y el

funcionamiento del ecosistema.

TRUCHA ARCO IRIS. Salmonido que se caracteriza por presentar cuerpo alargado, fusiforme

y cabeza relativamente pequefia que termina en una boca grande, puntiaguda, hendida hacia
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el nivel de los ojos y con una fila de dientes fuertes en cada una de las mandibulas, que les

permite aprisionar las presas capturadas.
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RESUMEN

A través del tiempo el ser humano ha desarrollado diferentes actividades en las cuales ha
generado impactos negativos sobre el ambiente, para lo cual se han implementado diferentes
normas que permiten el control y prevencion de los mismos. En este caso, el presente
investigacion busca aportar datos de concentracion letal media de Selenio y Boro ya que son

sustancias de importancia sanitaria.

El método utilizado para la investigacion son los bioensayos de toxicidad, sobre alevinos de
Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) con un periodo de exposicion de 96 horas, a
diferentes concentraciones y porcentajes de dilucion, permitiendo determinar la dosis letal de
Selenio (4,5 mg Se/L) y Boro (105,19 mg B/L) que produce la muerte al (50%) cincuenta por
ciento de los organismos, como lo estipula la norma. Datos que fueron validados por medio
del software Probit y el analisis de varianza (ANOVA). Siguiendo los protocolos establecidos.
Para cada ensayo realizado se utilizaron 24 peceras con cinco alevinos cada una, en la cual

se manejaron cinco concentraciones por cuadriplicado.

Ademas, se determind que porcentaje de vertimiento de la industria de pinturas y barnices
causa la muerte al 50% de los alevinos, en el cual el valor obtenido fue de 0,38%; el indice de
toxicidad (2,8), el cual lo clasifica como una toxicidad despreciable.
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ABSTRACT

Over time humans have developed various activities which has led to negative impacts on the
environment, for which different standards have been implemented that allow the control and
prevention of them. In this case, this research aims to provide data on median lethal

concentrations of selenium and boron as they are substances of health significance.

The method used for research are toxicity bioassays on rainbow trout fry (Oncorhynchus
mykiss) with an exposure period of 96 hours at different concentrations and dilution rates,
allowing to determine the lethal dose of selenium (4.5 mg Se / L) and boron (B 105.19 mg /L)
that causes death in (50%) fifty percent of the agencies, as required by rule. Data were
validated by the Probit software and analysis of variance (ANOVA). Following established
protocols. For each test carried out 24 tanks were used with five fingerlings each, which were

handled five concentrations in quadruplicate.
In addition, we determined what percentage of the dumping of industrial paints and varnishes

kils 50% of the fry, in which the value obtained was 0.38%, the toxicity index (2.8),
which classifies it as a negligible toxicity.
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INTRODUCCION

En Colombia el acelerado desarrollo econémico, industrial y tecnolégico ha generado en la
humanidad dependencia en el uso de sustancias no compatibles con el medio ambiente. El
problema ambiental y toxicolégico se fundamenta en el modo inadecuado como se producen,

se usan las sustancias quimicas y en la forma como se disponen sus residuos.

Actualmente las industrias que se dedican a la fabricacion de pinturas, tintas, barnices,
esmaltes, equipos para fotografia, textiles, galvanotecnias y metallrgicas hacen que estos

elementos quimicos como el Boro y el Selenio se usen con mas frecuencia.

Por esta razon se realizan las evaluaciones toxicoldgicas ya que integran diferentes niveles
poblacionales que permiten identificar los elementos bioldgicos en riesgo; también los
ensayos de toxicidad deben ser considerados indispensables en el control de la
contaminacion, ya que sirven para reconocer y evaluar los efectos sobre la biota, debido a que se
fundamentan en la utilizacion de organismos vivos que son los directamente afectados por los
impactos, cambios y desequilibrios que ocurren en los ecosistemas acuéticos; teniendo en
cuenta lo anterior se puede deducir que uno de los principales problemas del recurso hidrico
se debe a las actividades humanas las cuales descargan contaminantes al agua sin pensar en

los dafios a corto y largo plazo que estan causando al medio ambiente.
En esta investigacion por medio de bioensayos, se determina la concentracion letal media de
(CLso-g6) de Boro (B), Selenio (Se) y un vertimiento industrial de pinturas y barnices, utilizando

alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss),.

Los resultados obtenidos serdn aportados al macro proyecto adelantado por el Quimico

Pedro Miguel Escobar.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentracion letal media (Clsp.96) de Selenio y Boro sobre alevinos de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos de toxicidad.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

& Determinar la sensibilidad de los alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss)

con dicromato de potasio.

& Determinar la Concentracion Letal (CLso.g6) de Selenio (Se) y Boro (B) para alevinos de

Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) siguiendo protocolos establecidos.

& Determinar la Concentracién Letal (ClLso.gs) del Selenio y/o Boro para alevinos de

Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), en un vertimiento industrial.

& Determinar el indice de efecto toxico potencial de vertimientos que contengan Selenio

y/o Boro en una industria tipo.
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2. MARCO TEORICO

2.1 TRUCHA ARCOIRIS

Este pez cuyo nombre cientifico es Oncorhynchus mykiss, pertenece al grupo de los
salménidos originarios de América del Norte; es una especie migratoria Eurihalina lo que
significa que tiene ciclos biolégicos tanto en el mar como en lugares de agua dulce, aunque
presenta poblaciones que viven toda su vida en lagos, rios y arroyos. Los alevines mas
pequefios son bentopelagicos mientras que los juveniles de mas edad se vuelven
totalmente pelagicos. Su nombre hace es caracteristica la coloracion que posee, misma que
varia en funcion del medio, de la talla, del sexo y del tipo de alimentacion. La trucha arcoiris
alcanza los 70 cm y un peso de 7 Kg aproximadamente. Es un pez que se destaca por una
hermosa coloracion y presenta el dorso oscuro con reflejos verde olivaceos, con pequeiias

manchas negras extendiéndose hacia los flancos.

2.1.1 Anatomo-fisiologia

2.1.1.1 Esqueleto.

Siendo un vertebrado la trucha arcoiris tiene columna vertebral y craneo. La columna vertebral
se extiende desde la cabeza hasta la aleta caudal y estd compuesta por 29 segmentos y/o
vértebras, las cuales se prolongan dorsalmente para formar las espinas neurales. En la regién
del tronco tienen apdfisis laterales que dan origen a las costillas que son estructuras
cartilaginosas, ubicadas entre los segmentos musculares y minusculos huesecillos en forma
de “Y”.

2.1.1.2 Sistema respiratorio

Los peces respiran mediante branquias o agallas, estan formadas por una especie de laminas
de color rojizo debido a la multitud de vasos sanguineos que contienen; se sitlan a ambos

lados de la cabeza y es el 6rgano por el cual se produce el intercambio gaseoso.
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Debido a la gran fragilidad de las branquias estan protegidas por el opérculo (Aleta de hueso
duro que cubre y protege).

El proceso respiratorio empieza cuando el pez abre la boca para tragar agua, luego la empuja
hacia las branquias que se encargan de atrapar el oxigeno, posteriormente este pasa a la
sangre y los vasos sanguineos lo transportan por todo el cuerpo. El resultado es que agua
entra por la boca y sale por el opérculo pasando a través de las branquias, donde se produce

el intercambio gaseoso, donde el diéxido de carbono es expulsado.

llustraciéon 1: Sistema respiratorio de un pez

LEYENDA
“N Entrada de CO; Yy
== Salida de CO;
4 Entrada de HO

2.1.1.3 Sistema tegumentario

La piel de los salmonidos es esencial para la impermeabilidad del pez, al mismo tiempo este
proporciona proteccion por medio de las escamas, la epidermis es un delicado revestimiento
transparente, situado sobre las escamas y posee pequefias glandulas; dichas glandulas
segregan un mucus Viscoso, que sirve como revestimiento protector y anti infeccioso, debajo
de la epidermis se encuentran las escamas, placas ovoides de sustancia 6sea que se forman

en pequefas cavidades.
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2.1.1.4 Sistema muscular

Los principales musculos natatorios se disponen en una serie de bloque, esta disposicion
determina una considerable fuerza de impulsion a la cola, las aletas se mueven mediante
pequefios musculos independientes; ademas se caracterizan por poseer un pequefo

apéndice en el dorso.

2.1.1.5 Sistema circulatorio

Es el sistema de transporte sanguineo; el corazén es un 6rgano muscular que ocupa la zona
de la base de la garganta; la sangre pasa del ventriculo triangular que proporciona la presion
principal, al interior de un cono arterioso, blanco y de paredes elasticas, este es un regulador

de la presion.

2.1.1.6 Sistema digestivo

Se inicia en la boca, que posee dientes para la captura; una vez ingerido el alimento
desciende rapidamente por el eséfago hasta el estbmago, un 6rgano en forma de U que
puede dilatarse fuertemente para contener grandes alimentos, en el eséfago el alimento se
desmenuza mediante la accion de &cido, enzimas digestivas y por la trituracion de los
musculos del es6fago. Asociadas con el tracto digestivo hay dos glandulas muy importantes;
una de ellas es el higado, un 6rgano grande situado delante del estbmago en donde las
moléculas de los alimentos son traidas desde el intestino por la sangre para ser
transformadas en proteinas, grasas y carbohidratos; la otra glandula digestiva es el pancreas

la cual tiene dos funciones, la produccion de las enzimas pancreaticas e insulina.

2.1.1.7 Sistema nervioso

El sistema nervioso refleja su conducta; este mediante su olfato regresa al rio donde nacio,
caza mediante su vista y son organismos que viven casi enteramente de sus reflejos; ademas
tienen una zona olfatoria bien desarrollada en la parte anterior del encéfalo, unida

directamente a los orificios nasales.
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A continuacién se presenta de manera general los principales 6rganos sensoriales de la

Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss).

Tabla 1: Organos sensoriales de la Trucha Arcoiris

Es el 6rgano sensorial mas importante. Los 0jos poseen una pelicula
fotoreceptiva, llamada retina, misma que se encuentra cubierta por unas
estructuras llamadas "conos" y "bastones". Los bastones forman las
imagenes en blanco y negro, ademas de percibir los detalles de baja
resolucién de los objetos, mientras que los conos, forman el color y
VISTA perciben los detalles de alta resolucion. El ojo de la trucha, puede detectar
formas generales (silueta), tamafos relativos y una gama mas o menos
extensa de colores. Sus o0jos son extremadamente sensibles al
movimiento y al contraste; y se encuentran ubicados a los lados de la

cabeza facilitando la deteccion de los depredadores en un amplio radio.

El oido de la trucha se encuentra completamente en el interior del craneo
conectado con el 6rgano del equilibrio. Gracias a las propiedades del agua
OIDO , . , L.
como un gran medio de transmision del sonido, hace que los salmoénidos
puedan oir sin necesidad de que el oido esté conectado con el medio

exterior; asi como este pez escucha los sonidos, también los emite.

La trucha posee dos orificios nasales en el morro, a través de los cuales
posee un olfato muy fino y desarrollado. A ambos lados de la parte anterior
de la cabeza se abren los orificios nasales, cada uno se comunica con una
OLFATO | fosa nasal, cada orificio nasal esta dividido por una membrana. El agua
tiene en disolucion multitud de sustancias, que gracias a los movimientos
de natacién y respiracion pasan a través de dichos orificios, donde se

estimula el epitelio olfativo, pasando este impulso al cerebro.
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Estos peces son capaces de distinguir los cuatro sabores basicos; dulces,
salados, acidos y amargos. Se han encontrado células gustativas en la
boca y sus alrededores aunque hay especies que tienen incluso en la piel
GUSTO i . o
y pueden percibir la composicion quimica del agua. Esto es muy
importante para los peces migradores como el salmén que sigue los
gradientes de olor, reconociendo el de su rio natal a donde se dirige para

desovar.

Es un sentido exclusivo de los peces, son una serie de corpusculos
sensoriales dispuestos a lo largo del cuerpo y forman una linea visible
sobre cada costado, con numerosas ramificaciones sobre la cabeza. Sirve
LINEA para detectar pequefios cambios de la presién del agua causada por los
LATERAL | objetos circundantes. La linea lateral reside en el sentido de la direccion, el
cual permite conocer el origen de las ondas de choque producidas en el
seno del agua; de este mismo modo los peces reciben el eco de sus
propios movimientos y pueden situar los objetos inanimados. Es un

sentido muy importante cuando el agua esta turbia y hay poca visibilidad.

Fuente: las autoras. 2010

2.1.2 Ecologiadela Trucha Arco Iris

2.1.2.1 Habitat

La trucha arco iris en su ambiente natural, es un pez que habita espacios acuaticos con aguas
puras y cristalinas, con cauces que presentan marcados desniveles topograficos que originan
rapidos, saltos y cascadas que son muy comunes en los rios de alta montafia, son estos

rapidos con una pronunciada velocidad de corriente y suelo pedregoso los mas frecuentados

26 | YULIE ANDREA RIVERA HOYOS — DIANA ALEXANDRA MOLINA TRUJILLO



Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

por las truchas. De manera que las truchas son peces nativos de regiones elevadas y

montafiosas donde existen aguas dulces, frias y claras.

2.1.3 Desarrollo

El desarrollo de la trucha arco iris ocurre en varias etapas que van desde ser alevinos hasta
alcanzar la edad madura. Constantemente entre la especie existen luchas por la eleccion de
las parejas, donde el macho busca el territorio para que la hembra elija en el, lo que sera en

definitiva "la cama de desove".

La trucha remueve el lecho del rio con su aleta caudal logrando un pequefio pozo donde
ovipone, al mismo tiempo el macho segrega el esperma que fecunda los huevos; finalmente la
hembra se encarga de cubrir con suaves movimientos las ovas ya listas para comenzar a

desarrollarse.

Al cabo de cierto tiempo (aprox. 90-100 dias) el embrion ya desarrollado rompe la envoltura
gue lo contuvo y tenemos al alevino en sus primeros estados donde ya tiene movilidad propia
y respiracion branquial, el alevino no se desprende de su saco vitelino ya que este le servird
de alimentacién. Una vez dejado el saco ya se alimenta por si solo, adquiere forma y
caracteristicas propias de su especie. Inprinted es un periodo fundamental donde el alevino
de 6 a 8 cm adquiere través de su dotacion genética, las caracteristicas del medio acuoso
donde naci6 para regresar posteriormente en su etapa adulta para aparearse y recomenzar de

nuevo el ciclo.

En estado natural solo conseguiran llegar a adultos muy pocos del total de huevos
depositados; una hembra adulta ovipone aproximadamente de 1.000 a 1.500 huevos por kilo
de su peso, sin embargo por factores externos a ellos solo logran nacer alrededor de un 7 %
y de este porcentaje solo podran llegar a ser reproductores 2 ejemplares de aquellos 1500

huevos originales.
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Una caracteristica muy peculiar de los salmoénidos, es que sus 6rganos sexuales presentan,
una cierta indiferenciacién, es decir no es posible determinar microscépicamente si la glandula

sexual de un ejemplar es testiculo u ovario.

llustracién 2: Ciclo de vida de la Trucha Arco lIris

—
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Fuente: Adaptado de Tongariro National Trout Centre. [Disponible en internet] En linea:
<http://www.taupofortomorrow.co.nz/fishery/trout.php>.

2.1.4 Alimentacion

La trucha es un pez carnivoro que en la naturaleza se alimenta de las presas que captura
vivas, siendo la mayoria de ellas organismos acuaticos y algunos terrestres, como son los
insectos, moluscos, caracoles, cangrejos, gusanos, renacuajos y peces pequefios de la
misma u otras especies. Las poblaciones oceénicas son vulnerables a los peces grandes,
pinnipedos y Odontocetos. Las poblaciones de agua dulce son depredadas por grandes

peces, nutrias, 0sos y pajaros.
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2.1.5 Tolerancia a diferentes variables ambientales

2.1.5.1 Temperatura

La trucha arco iris no tiene capacidad propia para regular su temperatura corporal, esta
depende totalmente del medio acuatico en el que viva; la trucha es un animal poiquilotermo, a
diferencia de los llamados homeotermos, como los mamiferos, que tienen su propia
temperatura, con independencia del medio en el que se encuentren. La temperatura tiene una
incidencia directa sobre la biologia de los salménidos, ya que condiciona la maduracion de las
gonadas de los reproductores existentes, el tiempo de incubacion de los huevos hasta su
eclosion y el crecimiento de alevinos a adultos. Indirectamente influye en la concentracion de
oxigeno, de amoniaco y en el tiempo de descomposicion de los materiales excretados. La
temperatura del agua interviene en el grado de actividad metabdlica de las truchas, en aguas
frias las truchas apenas ingieren alimento y su crecimiento es lento, en temperaturas altas la
trucha es muy voraz. La Trucha en condiciones naturales puede vivir en aguas con
temperaturas entre 0° y 25°C y en condiciones de cria debe contar con temperaturas entre los

9°y 16°C ya que son las necesarias para su crecimiento y desarrollo.

2.1.5.2 pH

El pH o potencial de hidrogeno en el agua es de suma importancia puesto que los valores
demasiado bajos o elevados, causan estrés en las truchas. Los rios con aguas alcalinas,
suelen albergar una fauna salmonicola superior, pues la alcalinidad o riqueza mineral,
promueve la existencia de animales acuaticos de los que se alimenta la trucha, a diferencia de
las aguas acidas, que son mas pobres desde el punto de vista bioldgico. Sin embargo, en
salmonicultura se prefieren las aguas ligeramente acidas, pues los productos toxicos,
procedentes de la alimentacion artificial de los peces, muestran, en estas condiciones, efectos
amortiguados. Para la cria de la trucha arco iris los valores deseables del pH deben estar en

un rango de 6.5 a 9, estos son los mas apropiados para la produccion.
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2.1.5.3 Oxigeno Disuelto

Uno de los factores mas importantes que determinan la supervivencia de la trucha es la
concentracion de oxigeno disuelto en el agua. Se estima que los peces en crecimiento deben
de tener continuamente tasas minimas de oxigeno de 5 a 5.5 mg/l, mientras que los huevos y
alevines son mas exigentes, demandando de 6 a 7 mg/l; con cifras muy inferiores a las
mencionadas, las truchas presentan dificultades para extraer el oxigeno del agua y
transportarlo a través de sus branquias. Existen diversos factores fisicos, quimicos y
bioldgicos que determinan la cantidad de oxigeno presente en el agua, uno de los factores es
la temperatura, puesto que a medida que esta aumente, menor sera la cantidad de oxigeno

disuelto en el agua.

2.154 Amoniaco

El amoniaco (NH3) es la forma mas comun de residuos nitrogenados producidos por los
peces. La Toxicidad del amoniaco depende de la cantidad de amoniaco presente, que a su
vez depende de él pH y la temperatura; en condiciones naturales, el amoniaco no presenta
mayor problema para el crecimiento de la trucha ya que se puede diluir en grandes cuerpos

de agua y tiene una reduccion de la toxicidad en las aguas acidas o neutras (Barton 1996).

Entre los efectos adversos del amoniaco libre podemos destacar los siguientes:

« Inhibiciéon del crecimiento

« Disminucién de la fecundidad

« Disminucion de las defensas frente a las enfermedades
« lIrritaciéon del sistema nervioso

« Pérdida de color en las aletas

« Destruccion branquial

La tolerancia de los peces a los efectos adversos dependera de:

« Tipoy tamafo del pez
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« Estado de salud general

+« Escasez de oxigeno

Tabla 2: Relacion entre pH'y Amoniaco

6 0 100
7 1 99
8 4 96
9 25 75
10 78 22
11 96 4

Fuente: Wuhrman y Woker. (Disponible en internet) http://peces-tropicales.idoneos.com

2.2 BIOENSAYO

Los bioensayos son herramientas ampliamente utilizadas en el campo de la eco toxicologia, la
cual se ocupa del estudio del efecto y destino de los agentes toxicos de origen antropogénico
a los ecosistemas acuaticos y terrestres (Larrain 1995). Estas pruebas de toxicidad permiten
realizar mediciones experimentales del efecto de agentes quimicos o fisicos en organismos,

bajo condiciones controladas en terreno o en laboratorio.

Cuando se implementa el método es necesario efectuar su estandarizacién, que consiste en
establecer la sensibilidad de las especies frente a un toxico de referencia. Lo anterior es (util
para asegurarse que la respuesta de la poblacion expuesta a cierto agente toxico se deba al

efecto de éste y no a variaciones de la sensibilidad de los organismos.

2.2.1 Tipos de bioensayo

2211 En cuanto a su duracion

a) Agudos (Corto plazo: minutos, horas): efecto adverso (letal o subletal) inducido sobre
los organismos de ensayo en prueba durante un periodo de exposicion del material de
ensayo, usualmente de pocos dias. Esta toxicidad es suficientemente alta como para
producir una respuesta rapida en los organismos (48 a 96 horas) y no implica

necesariamente la muerte.
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b) Cronicos: efectos tdxicos a largo plazo (dias, semanas), que pueden mantenerse en
alrededor de la décima parte de la vida media de la especie. Estan relacionados con
cambios en el metabolismo, crecimiento o capacidad de supervivencia (muerte y

reduccion de la capacidad reproductora).

2.2.1.2 En cuanto alarenovacién del medio

a) Estéticos: Ensayo de toxicidad durante el cual no hay renovacion de la solucion de

ensayo (las soluciones no se renuevan durante todo el ensayo).

b) Semiestatico: Ensayo sin renovacion continua de la solucion de ensayo, pero con
renovacion periédica, de las soluciones de ensayo después de periodos prolongados

(por ejemplo, cada 24 horas).

c) Dinamico: Ensayo de toxicidad durante el cual se va renovando constantemente el
agua de los recipientes de ensayo. El producto quimico sometido a ensayo se

transporta con el agua utilizada para renovar el medio de ensayo.

2.2.1.3 En cuanto ala Escala/ Lugar de realizacion

a) Ensayos de Laboratorio: se realiza con un numero reducido de especies, y en
condiciones estandarizadas que reproducen sélo en forma muy parcial las condiciones
naturales en el ambiente, basados en métodos y protocolos normalizados y con

organismos de ensayo (distintos niveles troficos).

b) Microcosmos: imita estructura y funciones del ecosistema, a escala de laboratorio.
c) Mesocosmos: aislamiento de una parte del espacio natural o réplica del mismo.

d) Estudios de Campo: con “encierros” sometidos a las condiciones del medio

(condiciones no controladas), mayor variabilidad.
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2.2.2 Toxicidad

La toxicidad es la capacidad o grado de efectividad de una sustancia para producir un efecto

nocivo sobre los organismos.

Para que la toxicidad se manifieste se requiere la interrelacion de tres elementos: un agente
guimico capaz de producir un efecto, un sistema bioldgico con el cual el agente pueda
interactuar para producir el efecto, un medio a través del cual el agente y el sistema bioldgico

puedan entrar en contacto e interactuar.

Para referirse a la toxicidad de las sustancias es clasico utilizar las dosis precisas para
producir la muerte tras una sola exposicion, es decir para originar una intoxicacion aguda letal.
Esta dosis letal (DL) se calcula por experimentacion con suficiente niumero de organismos

para obtener valores de significacién estadistica.*
2.2.3 Indices de toxicidad

Los indices de toxicidad expresan los resultados de varios ensayos como un valor Gnico, que
indica el nivel de toxicidad de la muestra. Estos indices son una medida cuantitativa de la

toxicidad de una sustancia determinada experimentalmente en animales de laboratorio.

Se distinguen dos tipos:

Aguda Crénica
Indices de toxicidad
NEANO y CENO
CE, CL

(métodos graficos, estadisticos)

'NOCIONES BASICAS DE TOXICOLOGIA [en linea] http://www.cepis.ops-oms.org/acrobat/nocio.pdf [citado el 10 Junio]
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Concentracion efectiva (CEy): concentracion del efluente que produce efectos negativos
apreciables en un porcentaje "Xx" de la poblacion de ensayo. Se usa el CEsp 0 ECso, que seria

la concentracion efectiva que afecta al 50 % de la poblacion.

Concentracion letal (CLy): concentracion del efluente que produce la muerte de un
porcentaje "x" de la poblacion de ensayo. Se usa el CLsp 0 LCso, que seria la concentracion

letal que mata al 50 % de la poblacion.
indices de toxicidad para dosis repetidas (toxicidad subcrénica y cronica).

& NEANO (nivel de efectos agudos no observados): mayor concentracion del efluente

para la cual la mortalidad registrada es del 10 % o menor.

& CENO (concentracion de efectos no observables): mayor concentracion continuada
medida de un efluente para la cual no se observa reaccién crénica alguna en las
especies ensayadas.

& MCEO (menor concentracién que produce efectos observables): se define como la
menor concentracion del efluente para la que puede observarse algun efecto sobre la

especie ensayada. Se determina con técnicas de analisis de varianzas.

2.2.4 Pruebas de toxicidad

Una prueba de toxicidad tipica involucra un agente o estimulo (un pesticida, un metal pesado
0 una muestra ambiental con contaminantes quimicos), el cual se aplica a un organismo o
grupo de organismos, denominado sujeto, sobre el que se evalla una cierta respuesta
preseleccionada. La magnitud del estimulo o dosis puede medirse como un peso, un volumen

0 una concentracion.
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La respuesta del sujeto se valora mediante la cuantificacion final de alguna caracteristica, el

cambio de ella o por la ocurrencia o no de un fenémeno (muerte)?

2.2.5 Toxicos de referencia

Un toxico de referencia es un compuesto quimico, organico o inorganico utilizado en pruebas
de toxicidad con fines de control de calidad analitica de los organismos a utilizar en las

pruebas.

Para ello, en la etapa inicial del montaje de un método de prueba debe seleccionarse un
compuesto soluble, de pureza = 99%, al cual se le realicen pruebas de toxicidad para una
especie determinada, con el fin de establecer el intervalo de concentracion del compuesto
seleccionado que produce el efecto esperado. Una vez definido el patron de la relacion dosis-

respuesta para el compuesto elegido. Puede ser empleado como toxico de referencia.

El registro historico de la respuesta al téxico de referencia, expresada a través de los valores
de CLso/Clso/CEso, es de utilidad para el control del estado fisiolégico de los organismos
empleados y sirve de evidencia para demostrar la estabilidad de su respuesta biolégica.

Algunos toxicos de referencia son: Cloruro de sodio (NaCl), Cloruro de potasio (KCI). Cloruro
de cadmio (CdCl,), Sulfato de cobre (CuSO,), Discromato de potasio entre otros, dependiendo

de la especie de prueba, la matriz utilizada y los puntos finales medidos.

2.2.6 Cartas de control de calidad®

La carta de control es una herramienta de registro que brinda los elementos de juicio para
establecer los intervalos aceptables de variacion de la respuesta de los organismos de prueba
a un toxico de referencia, con un margen de confianza del 95%. Esta carta es el medio de

referencia para la evidenciar el control de sensibilidad de la especie empleada, de la

2 CASTILLO, Gabriela. ENSAYOS TOXICOLOGICOS Y METODOS DE EVALUACION DE CALIDAD DE AGUAS. Pag. 100, 101
EI ..
Ibid, pagina 136
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estabilidad de la respuesta biologica y de la repetitividad (exactitud) de los resultados

obtenidos.

La carta de control se genera a partir de los resultados de pruebas sucesivas al toxico de
referencia, para el cual se obtiene el valor de concentracion de efecto medio. Inicialmente
puede ser construida con un minimo de cinco datos, y luego ser completados con una serie

de veinte resultados.

Los valores se integran a manera de puntos en un gréafico que relaciona el nimero de ensayos
(eje X o abscisa) y el valor de la concentracion de efecto medio (eje Y u ordenada);
posteriormente se calcula el valor promedio y la desviacion estandar de los datos. Con estos
parametros estadisticos se calculan los valores limite (inferior y superior) que definen el
intervalo de variacion aceptable o intervalos de confianza, en que deberan encontrarse los
valores CLso/Clso/CEsg obtenidos para futuros ensayos con el toxico de referencia.Los valores
de limite superior e inferior se obtienen de sumar o restar del promedio, dos desviciones

estandar.

Por otra parte la precision intralaboratorio de cada procedimiento de prueba se debe expresar

en terminos del coeficiente de variacion (CV%) calculado a partir de:

v = [(G/media)xloo]

Este valor se establece realizando un minimo de cinco o0 mas ensayos con diferentes lotes de
organismos, el mismo toxico de referencia, iguales concentraciones, condiciones y analisis de

datos.

2.2.7 Replicabilidad y sensibilidad*

La sensibilidad de las pruebas depende del nimero de réplicas por concentracion, nivel de
significancia establecido y tipo de analisis estadistico que se lleve a cabo. Por esta razén

cuando la variabilidad permanece constante, la sensibilidad de la prueba puede incrementarse

*|bid, pagina 138.
36 | YULIE ANDREA RIVERA HOYOS — DIANA ALEXANDRA MOLINA TRUJILLO



Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

aumentando el namero de réplicas. Sin embargo, el minimo ndmero de réplicas variara con

los objetivos de la prueba y el método estadistico seleccionado para analisis de los datos.

Algunos factores que pueden afectar el éxito y la precisién de un ensayo son:

Experiencia y habilidad del analista
Edad, condicion y sensibilidad de los organismo
Calidad del agua de dilucion

Control de temperatura

L I T I

Cantidad y calidad del alimento suministrado a los organismos

2.3 SUSTANCIAS DE PRUEBA

2.3.1 Boro (B)

Es un metaloide y es el Unico elemento no metalico con menos de cuatro electrones en la
capa externa, es semiconductor a bajas temperaturas pero cuando asciende a temperaturas

mayores su punto de ebullicion es un excelente conductor.

No se encuentra libre en la naturaleza y forma cadenas moleculares estables por medio de
enlaces covalentes. Aunque no es un metal presenta propiedades metalicas, como el brillo de
sus cristales; se emplea principalmente en la industria metallrgica, su gran reactividad a
temperaturas altas, en particular con oxigeno y nitrégeno, lo hace atil como agente
metallrgico degasificante; se utiliza para refinar el aluminio y facilitar el tratamiento térmico del
hierro maleable. Posee una estructura cristalina solida hexagonal, su nUmero atomico es 5y
tiene una densidad de 2.34 gr/cm® su punto de fusién es de 2180 °C y de ebullicion de
3650°C.

2311 Efectos ambientales

El boro no puede ser destruido en el ambiente, solamente puede cambiar de forma, adherirse

0 separarse de particulas en el suelo, el sedimento y el agua.
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Se ha descubierto que las altas concentraciones de boro en aguas, ocasionadas en su
mayoria por vertimientos no establecidos, puede llegar a ser altamente toxico para las

especies acudatica aproximadamente en concentraciones de 10 a 300 mg/It.

El boro se encuentra ampliamente distribuido en agua de superficie y en agua subterranea, la
concentracion media en agua de superficie es de aproximadamente 0.1 mg por litro (mg/L),
las concentraciones en agua subterranea pueden alcanzar hasta 300 mg/L en areas con
depédsitos naturales ricos en boro y en muestras de agua potable se han encontrado
concentraciones de hasta 0.4 mg/L. Para plantas acuaticas el compuesto de boro mas
peligroso es el borato de potasio y ocasionalmente los halégenos de boro son

extremadamente dafiinos en medios acuaticos.

En el suelo se han encontrado concentraciones medias de 26 y 33 mg por kilogramo (mg/kg) y
es improbable que la poblacion general esté expuesta a aire contaminado con boro. El nivel
promedio de boro en muestras de aire es de 0.00005 mg de boro por metro cubico de aire (mg

boro/m3).>

Efectos sobre organismos®:

Las bacterias son relativamente tolerantes con el boro. Las concentraciones aguda y crénica
tiene un valor que oscila entre 8 y 340 de boro mg / litro, con la mayoria de los valores de
boro superiores a 18 mg / litro. Los protozoos son mas sensibles.

Pruebas cronicas con algas verdes de agua dulce han dado como resultado de la relacién
concentracién-efecto valores entre 10y 24 de boro mg / litro.

Con base en los valores de toxicidad aguda, los invertebrados son menos sensibles al boro
gue los microorganismos. Para varias especies, con tiempo de exposicion de 24 a 48 horas
varié de 95 a 1.376 mg de boro/litro, con la mayoria de los valores de boro entre 100-200 mg /
litro. Para estudios de toxicidad cronica con Daphnia magna dio entre 6 y 10 mg de boro por

litro.

SATSDR. Agencia para sustancias toxicas y el registro de enfermedades. P 2007. (Disponible en internet). En linea
<http://www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs26.pdf>

®BORO [en linea] http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc204.htm [citado el 15 de agosto]
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Pruebas de toxicidad aguda con varias especies de peces ha dado valores que van desde 10
a casi 300 mg de boro por litro. La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y pez cebra

(Brachydaniorerio) eran los méas sensibles.

Tabla 3: Toxicidad del borato para las bacterias, protozoos y algas

Salmon coho (Oncorhynchus kisutch) 113 Hamilton &Buhl (1990)
Salmén Chinook (Oncorhynchus tshawytscha) 105 Hamilton &Buhl (1990)
Carpita cabezona (Pimephalespromelas) 332 NAPM (1974)

Orfe de oro (Leuciscus idus) 173 Schoberl& Huber (1988)
Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) 138 Black et al. (1993)
Bagre de canal (Ictaluruspunctatus) 120 Birge& Black (1977)
Bacterias 18 http://www.greenfacts.or
Protozoos 0,3-18 a/es/boro/l-2/boron-
Pulga de Agua Daphnia magna 6-10 5.htm#0

Pulga de Agua Daphnia magna’ 3,17

Fuente:Autoras, 2010

Efectos de experimentacion en animales®

Los estudios en animales permitieron observar degeneracion o atrofia en los seminiferos
tubulares con dosis de 141 mg/kg de peso corporal. En los perros hay encogimiento del

escroto y pérdida de peso testicular.

Ratas con ingesta de 0 a 58 mg. de Boro por kilo peso corporal, en estado de gestacion
(Heindel et. Al. 1992) presentaron fetos con malformaciones, ya desde una ingesta de 29 mg.
de Boro por kilo de peso corporal. Las malformaciones consistieron sobre todo en anomalias

de los ojos, sistema nervioso central y sistema cardiovascular. Las malformaciones mas

7Determinacic’m de la concentracion letal media de litio y boro, sobre ecosistemas acuaticos mediante ensayos de toxicidad sobre DAPHNIA
magna
®0OMS recomienda 2 mg/dia de Boro [en linea] hitp://www.elmorrocotudo.cl/admin/render/noticia/8931 [citado el 5 de noviembre de 2010]
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comunes eran ampliacién de ventriculos laterales en el cerebro y la agenesia o acortamiento

de la costilla Con menos dosis, los nacidos presentaron bajo peso en promedio.

La toxicidad del acido bdrico en ratones con mg. 0, 43, 79, 6 175 de Boro por kilogramo de
peso corporal por dia en la dieta fueron investigados (Heindel et el al., 1992). Habia una
disminucion relativa a la dosis significativa del peso corporal fetal medio (mg. 79 y 175). Sus
descendientes presentaron una deficiencia creciente de las malformaciones esqueléticas (de
la costilla). Estos cambios ocurrieron en las dosis para las cuales habia también muestras de
la toxicidad maternal (peso y patologia crecientes del rifidn); el LOAEL para los efectos de
desarrollo (peso corporal fetal disminuido) era mg. 79 de Boro por kilogramo de peso corporal

por dia.

La toxicidad del &cido bdrico en conejos fueron investigados por Price et el al. (1996) en las
dosis de 0, 11, 22, o 44 de mg. Boro por kilogramo de peso corporal por dia. Los efectos de
desarrollo en los conejos expuestos a 44 mg. de Boro por kilogramo de peso corporal por dia
incluyeron un alto indice de la mortalidad prenatal, un ndmero creciente de hembras
embarazadas sin fetos vivos, y pocos fetos vivos. En la dosis alta, los fetos vivos malformados
aumentaron perceptiblemente, sobre todo debido a la incidencia de fetos con defectos

cardiovasculares, el mas frecuente de cual era defecto septal interventricular.

2.3.1.2 Efectos en la salud

Es un elemento que se da por la naturaleza a través de procesos de erosion, puede estar
presente en aguas subterrdneas. Los seres humanos pueden estar expuestos al boro a través
de los alimentos, el agua y el aire; por lo que pueden llegar a consumir diariamente 2 mg y

poseen alrededor de 18 mg en el cuerpo.

Cuando los seres humanos consumen grandes cantidades de boro pueden causar problemas
de salud, como infectar el estbmago, el higado, los rifiones y el cerebro y en lagunas
ocasiones puede provocar la muerte. Cuando hay exposicion en pequefas cantidades de boro
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causa irritacion de la nariz, la garganta o los 0jos; solo bastan 5 g de acido boro para hacer
enfermar a una persona y 20 gramos 0 mas para poner su vida en peligro. Hace parte de las
cadenas alimenticias cuando las plantas lo absorben del suelo y luego es consumido por
animales y hombres. La acumulacién de este elemento durante el periodo de gestacion,
puede generar malformaciones, defectos y cambios severos en los fetos durante el nacimiento

y desarrollo.

2.3.2 Selenio (Se)

Elemento quimico, simbolo Se, nUmero atdmico 34 y peso atomico 78.96. Sus propiedades
son semejantes a las del telurio. El selenio arde en el aire con una flama azul para dar dioxido
de selenio, SeO,. El elemento también reacciona directamente con diversos metales y no

metales, entre ellos el hidrégeno y los haldgenos.

El Unico compuesto importante del selenio es el seleniuro de hidrégeno (H,Se), gas venenoso
incoloro e inflamable con un olor desagradable, gran toxicidad y estabilidad térmica menor que
la del sulfuro de hidrégeno; disuelto en agua el seleniuro de hidrégeno puede precipitar

muchos iones de metales pesados como seleniuros muy poco solubles.

2.3.2.1 Efectos ambientales

El selenio se presenta naturalmente en el medio ambiente. Es liberado tanto a través de
procesos naturales como de actividades humanas. En su forma natural el selenio como

elemento no puede ser creado ni destruido, pero tiene la capacidad de cambiar de forma.

Bajos niveles de selenio pueden terminar en suelos o0 agua a través de la erosion de las rocas.
Serd entonces tomado por las plantas o acabara en el aire cuando es absorbido en finas

particulas de polvo. Es mas probable que el selenio entre en el aire a través de la combustion
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de carbdn y aceite, en forma de diéxido de selenio. Esta sustancia sera transformada en acido

de selenio en el agua o el sudor.

Las sustancias en el aire que contienen selenio son normalmente descompuestas en selenio y
agua bastante rapido, de forma que no son peligrosas para la salud de los organismos; pero

Su precipitacion aumenta sus niveles en el suelo y agua.

El selenio que es inmovil y no se disuelve en el agua representa menor riesgo para los
organismos. Los niveles de oxigeno en el aire y la acidez del suelo aumentaran las formas
moviles del selenio. Las actividades humanas tales como los procesos industriales y agricolas
incrementan los niveles de oxigeno y la acidez de los suelos. Cuando el selenio es movil, las
probabilidades de exposicion a sus componentes aumentaran considerablemente. La
temperatura del suelo, la humedad, las concentraciones de selenio soluble en agua, la
estacion del afio, el contenido en materia organica y la actividad microbiana determinaran la
rapidez con la que el selenio se mueve a través del suelo. En otras palabras, estos factores

determinan su movilidad.

La agricultura puede no solo incrementar el contenido de selenio en el suelo; también puede
aumentar las concentraciones de selenio en las aguas superficiales, ya que las aguas de

drenaje de irrigacion portan selenio.

El comportamiento del selenio en el medio ambiente depende fuertemente de sus
interacciones con otros componentes y de las condiciones medio ambientales en el lugar y

hora concreta.

Existe evidencia de que el selenio puede acumularse en los tejidos corporales de los
organismos y puede ser transportada en la cadena alimenticia hacia niveles superiores.
Normalmente esta biomagnificacion de selenio comienza cuando los animales ingieren
muchas plantas que han estado absorbiendo enormes cantidades de selenio, antes de la
ingestion. Debido a la irrigacion, las concentraciones de selenio en la escorrentia tienden a ser

muy altas en organismos acuaticos en muchas zonas. Cuando los animales absorben o
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acumulan concentraciones de selenio extremadamente grandes, puede causar fallo

reproductivo y defectos de nacimiento.
La cantidad de selenio en el agua es de 0,004 g/ton®

Selenio _en los organismos’®: se sabe que ciertas plantas cuando se cultivan con altas

concentraciones de selenio, lo acumulan, ya sea que el selenio provenga de fuentes naturales

0 de residuos industriales.

Se ha encontrado selenio en especies del género (Astragalus (vezas) de la Familia
Leguminosae y Xylorhiza (éster lefiosos) de la Familia Compositae, Oonopsis (hierba dorada)
de la Familia Compositae y Standeleya (pluma de principe) de la Familia Rubiacae. Estos
vegetales pueden concentrar hasta 1,5% de selenio en sus tejidos. Por ello, se les conoce
como plantas indicadoras de este elemento. Ademas, estas plantas pueden llegar a intoxicar

al ganado que se alimente en regiones seleniferas.

La acumulacién de selenio en los sistemas acuaticos de agua se produce a concentraciones
relativamente bajas de Se. Por ejemplo, el fitoplancton y las bacterias incorporan activamente
selenito y selenato en las paredes celulares a un ritmo proporcional a su concentracién en la
columna de agua (Bowie et al. 1996). Zooplancton y los peces reciben la mayoria de Se dé su
dieta, (Bowie et al. 1996).

El selenio se acumula principalmente en el higado, seguido de la génada y el tejido muscular
(Kennedy et al. 2000). Por lo tanto, incluso pequefias aportaciones de Se en el medio acuético
rapidamente puede acumularse en la cadena de la intoxicacion alimentaria a niveles troficos

superiores.

El Se tiene diferentes rutas de absorcién y distribucion dentro de un organismo.

Por ejemplo, las carpitas cabezonas acumulan mas selenita y selenio-metionina (Kleinow y

° ALBERT, Lilia. Curso basico de toxicologia ambiental. LIMUSA S.A. 2 Ed. México, 1999. Pag 212
10,,.:
Ibit, pag 213
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Brooks, 1986a), pero el selenato es absorbido mas eficientemente por el tracto gastrointestinal
gue la selenita (Kleinow y 1986a Brooks; Kleinow y Brooks 1986b). Poco se sabe sobre el
mecanismo de absorcién de los peces, pero en los ratones, el selenio se recoge a través de
un mecanismo de transportacion de aminoacidos en el duodeno (Andersen et al. 1994). Los
peces también pueden tomar Se a través de sus branquias, en la trucha arco iris la
acumulacion es mayor después del desarrollo de papada (Hodson et al. 1986). La principal
via de eliminacion de Se es la orina, aunque una cantidad significativa de Se también se

elimina por las agallas y la bilis (Kleinow y Brooks 1986).

Tabla 4 Niveles de toxicidad aguda selenio especies de peces

Organism Scientific Names Life Stage Se Species Test E:;E‘I%mcentranon Source
Arctic Grayling Thumallus arcticus alevin selenate” 96hr L.Cs 100.0 (Buhl and Hamilton 1001)
Arctic Grayling alevin selenite® 96hr LCsy 76.0 (Buhl and Hamilton 1991)
Arctic Grayling juvenile selenate® 96hr LCsy 180.0 (Buhl and Hamilton 1991)
Arctic Grayling juvenile selenite® 96hr LCsy 343 (Buhl and Hamilton 1991)
Bluegill Lepomis marcrochirus selenfum dioxide  LCyp 285 (USEPA 1980)
Brook trout Salvelinus fontinalis selenium dioxide ~ LCg 102 (USEPA 1980)
Coho Salmon Oncorhynchus kisutch alevin selenate® 96hr LCsy 379.0 (Buhl and Hamilton 1901)
Coho Salmon alevin selenite® 96hr LCyx 80.0 (Buhl and Hamilton 1991)
Coho Salmon juvenile selenate® 96hr LCs 74.0 (Buhl and Hamilton 1991)
Coho Salmon Juvenile selenite® 96hr LCyx 78 (Buhl and Hamulton 1991)
Fathead Minnow Prmephales promelas selenite LCs 22-105 (Adams 1976)
Fathead Minnow fry selenite® 96hr LCyx 1.1 (Halter et al. 1980)
Goldfish Carassius aurats selenmum dioxide  LCyp 26.1 (USEPA 1980)
Mosgquito fish Cambosia affinis selenite® LCs; 12.6 (USEPA 1980)
Rainbow Trout Oncoriiynchus mykiss alevin selenate” 96hr L.Cs 470 (Buhl and Hamilton 1091)
Rainbow Trout alevin selenite® 96hr LCsx 118.0 (Buhl and Hamulton 1991)
Rainbow Trout juvenile selenate” 96hr LCs 323 (Buhl and Hamilton 1991)
Rainbow Trout Juvenile selenite® 96hr LCsx ] (Buhl and Hamulton 1991)
Rainbow Trout selenite® 96hr LCs 18 (Hunn et al. 1987)
Rainbow Trout selenite® 96hr LCsy 72 (Hodson et al. 1980)
Rainbow Trout selenite® 96hr LCsp 4245 (Adams 1976)
Rainbow Trout Juvenile selenite® 96hr LCy 12.5 (Goeltt]l and Davies 1976)
"NaSeO;
®NaSeOs4

Fuente: www.uleth.ca/dspace/bitstream/10133/397/1/miller,%20lana.pdf

Efecto sobre peces: El selenio se acumula en los huevos de peces expuestos (Kennedy

2000; Lemly 2002) causando deformidades teratogénicos, un marcador permanente
patolégico de selenosis. Los sintomas de la teratogénesis incluyen lordosis (columna
coéncava), cifosis (columna convexa), desaparicion y/o deformacion de aletas, agallas, falta y/o

deformacion de ojos y boca (Lemly 1997).
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En casos severos, las poblaciones de peces disminuyen o desaparecen debido a (Lemly
1999), sin embargo, no todas las especies responden al selenio en la misma forma. Este

metal tiene un impacto negativo en el éxito reproductivo en la trucha arco iris (Holm 2005)

Otros sintomas de la selenosis incluyen cataratas, que sobresalen ojos, inflamacion de
laminillas, hemorragia, edema, anemia, aumento de los niveles de iones en sangre,
pericarditits, miocarditis, necrosis hepatica, necrosis renal y disminucion en el conteo de
glébulos blancos (Sorensen1982; Lemly 1997; Lohner 2001; Lemly 2002).

La toxicidad de selenio varia considerablemente dependiendo de las especies de peces, la
forma de Se, la etapa de la vida de la organismo y muchos otros factores. En general, selenito

(+4) es mas toxico que el selenato (+6).

2.3.2.2 Efectos en la salud

La exposicion al selenio tiene lugar principalmente a través de la comida, debido a que esta
presente naturalmente en los cereales y la carne. Los humanos necesitan absorber ciertas
cantidades de selenio diariamente, con el objeto de mantener una buena salud. Las personas
qgue viven cerca de lugares donde hay residuos peligrosos experimentaran una mayor
exposiciéon a través del suelo y del aire. El selenio procedente de cultivos y de lugares donde
hay residuos peligrosos acabara en las aguas subterraneas o superficiales por irrigacion. Las
personas que trabajan en las industrias del metal, industrias recuperadoras de selenio e
industrias de pintura también tienden a experimentar una mayor exposicion al selenio,

principalmente a través de la respiracion.

Los efectos sobre la salud de las diversas formas del selenio pueden variar de pelo
guebradizo y ufias deformadas, a sarpullidos, calor, hinchamiento de la piel y dolores agudos,
cuando el selenio acaba en los ojos las personas experimentan quemaduras, irritacion y
lagrimeo; también se ha presentado envenenamiento por selenio y este puede volverse tan

agudo que en algunos casos puede causar la muerte.
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La sobre-exposicion a vapores de selenio puede producir acumulacién de liquido en los
pulmones, mal aliento, bronquitis, neumonia, asma bronquitica, nauseas, escalofrios, fiebre,
dolor de cabeza, dolor de garganta, falta de aliento, conjuntivitis, vémitos, dolores

abdominales, diarrea y agrandamiento del higado.

Carcinogenicidad: La Agencia Internacional de la Investigacion del Cancer (IARC) ha incluido
al selenio dentro del grupo 3 (el agente no es clasificable en relacidon a su carcinogenicidad en

humanos).

2.4 METODOS ESTADISTICOS PARA ANALISIS DE PRUEBAS DE TOXICIDAD

En la toxicologia la estadistica es basica para la planificacion, la ejecucién, el andlisis y la
interpretaciéon de los resultados de las pruebas de toxicidad; sin embargo una parte
fundamental es la relacién entre la concentracion de un compuesto quimico a la cual se
expone un organismo (alevino de Trucha Arco Iris) y el efecto nocivo que le produce; esta
relacion, es llamada como la relacion dosis-respuesta, que constituye la base para la
evaluacion del peligro y el riesgo generado por las sustancias quimicas en el medio ambiente.
Existen muchas formas de determinar la toxicidad como los efectos bioquimicos, fisiolégicos y
de comportamiento son muy importantes, sin embargo el indicador mas utilizado es la muerte

del organismo de prueba.

Otro indicador que ha ganado gran popularidad es la dosis o concentracion mas alta a la cual
no se observa ningun efecto (NOEC). La mayoria de las pruebas de toxicidad suministra una
estimacion de la dosis que produce una respuesta toxica, como la dosis letal media es la

concentracion que mata al 50% de la poblacion (CLso).

Para los analisis de pruebas de toxicidad existen dos variables y se en cualitativas y
cuantitativas, las cualitativas son aquellas que no aparecen en forma numérica, sino como
categorias (sexo, tamafio, color) y deben ser expresadas de forma cuantitativa antes de ser
analizadas y las cuantitativas son aquellas que se expresan mediante cantidades numéricas y

pueden ser analizadas en forma directa a través de andlisis estadisticos de regresion. En las
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pruebas de toxicidad se evalta la mortalidad como variable cualitativa ya que solo se pueden
tomar los estados de vivo 0 muerto y esta debe ser expresada como porcentaje de muertos

antes de poder ser analizadas por métodos de regresion.

Para el analisis de las relaciones cuantitativas entre la dosis y la respuesta, es necesario

recurrir a modelos matematicos que describan dicha relacion, se clasifican en:

& Mecanistico: es un modelo que intenta describir un proceso basandose en postulados
acerca de la mecéanica de dicho proceso.

& Empirico o descriptivo: es un modelo que intenta describir cuantitativamente los
patrones de las observaciones sin basarse en los procesos subyacentes o mecéanica
del proceso.

& Deterministico o no estocastico: es un modelo en el que dado un dato en particular,
la prediccion que se obtiene del modelo es siempre el mismo valor.

&« Probabilistico o estocastico: es un modelo en el que dado un dato en particular, la

prediccion que se obtiene del modelo es un valor variable.

En las pruebas de toxicidad los modelos matematicos mas empleados son los de tipo
empirico o descriptivo de forma rectilinea a los cuales se llega muchas veces luego de haber

trasformado una o las dos variables estudiadas.

2.4.1 Método Probit (Paramétrico)

El método consiste en la aplicacion de correlaciones estadisticas para estimar las
consecuencias desfavorables sobre una poblacion.*

Esta basado en la cuantificacién probabilistica de la vulnerabilidad ante efectos fisicos de una
magnitud determinada; la vulnerabilidad se expresa como el nimero de individuos que

previsiblemente pueden resultar afectados con un cierto nivel de dafo.

"' GRUPO DE INVESTIGACION ANALITICA DE RIESGO. (Disponible en internet). En linea
<http://www.unizar.es/guiar/1/Accident/An_conse/Probit.htm>
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Para el calculo de los CLsy generalmente se usa el andlisis Probit (con o sin ajuste). En

pruebas de toxicidad aguda se tiene la siguiente situacion:

p =rnx 100
Donde:
& Concentracion de la sustancia o dosis (d).
& Numero de individuos (n).
& Numero de organismos muertos o afectados (r).
L3

Porcentaje de efecto (p).

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

de p vs. X sera de tipo normal.

Posteriormente, mediante las tablas de Probit se transforma p (porcentaje de efecto) a
unidades Probit (buscando en una tabla de distribucion normal el valor de z correspondiente a
una probabilidad acumulada igual a p y sumandole a continuacion cinco unidades), se obtiene
una distribucion de puntos en un sistema bivariado de tipo lineal, los cuales se procesan

segun un analisis de regresion tipico.

Vale la pena enfatizar que el Probit es una transformacion sobre la tasa de efecto (p), y la
ecuacion generada es de la forma:

y = atbx

Dénde:
% vy (expresado en unidades Probit) = z+5
% z = variable normal estandar = z0 tal que la Probz <z0 =p

% ayb(estimadores de los parametros de la recta de regresion)
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& p =50% entonces y =5, por lo tanto:
&% X =10g1l0 CLsg, entonces CLsp = 10*5

El procedimiento Probit permite encontrar estimadores m-verosimiles de parametros de

regresion y de tasas naturales (por ejemplo, tasas de mortalidad) de respuesta para ensayos

biolégicos, analizando porcentajes de efecto vs dosis dentro del marco de la regresion.

2.4.2 Método Litchfield — Wilcoxon (Grafico)

Este método consiste en la construccion de una grafica a partir de los datos obtenidos en
pruebas de toxicidad aguda de un agente toxico, se utiliza papel prob-log, en el cual se
colocan en el eje de las X el logaritmo (X) de las concentraciones usadas y en el eje de las Y
el porcentaje de respuesta del efecto observado. Para el célculo de la CLsgo mediante este

método, es necesario tener por lo menos, un porcentaje intermedio (valores entre 0 y 100% de

efecto).

49

Diagrama 1: Metodologia método grafico

Elaboracién de tablay gréfico

Tabla con[] Numero de
utilizadas enla ———> organismos
prueba afectados
Numero de -
; Porcentaje de
organismos a ——>
prueba efecto observado
Conpertraciones
observado entre
100y 0%

Fuente: las autoras. 2010

YULIE ANDREA RIVERA HOYOS — DIANA ALEXANDRA MOLINA TRUJILLO



Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Diagrama 2: Metodologia método grafico

Se grafica en papel Concentraciones
prob-og el % de efecto probadas
(eje probabilistico) (eje logaritmico)

Teniendo en
cuanta la region
entre el 40 y 60%
de efecto

Se ajusta la recta a
———>| través de los puntos ———>
graficados

Excepto los valores
de 0y 100%

Fuente: las autoras. 2010

Obtencién de los porcentajes de efecto esperado

& A partir de los puntos de interseccion de la recta trazada con los valores de las
concentraciones, se obtienen los respectivos porcentajes de efecto esperado, los
cuales se anotan en la columna correspondiente de la tabla. No se deben considerarlos
valores de porcentaje esperado para cualquier concentracion probada que estén por
debajo de 0,01% o por encima de 99,9 %.

Introduccién de los valores 0 y 100% de efecto observado

» Utilizando los porcentajes de efectos esperados, se obtienen mediante una tabla los
valores corregidos para los porcentajes 0 y 100 de efecto. A continuacion se tabulan los
valores al lado de los porcentajes de efecto observado. En el grafico se ubican los
valores corregidos y se verifica si la recta trazada es adecuada, cuando la recta trazada
es inadecuada, se rehace la recta repitiendo el procedimiento antes mencionado para

obtener un ajuste de los valores esperados y corregidos.
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Determinacion de la CLsg
» Mediante el uso de la recta trazada se obtiene en el eje logaritmico la concentracién
correspondiente al 50% del efecto observado sobre el eje probabilistico. La

concentracion asi obtenida corresponde a la CLsg,

2.4.3 Método grafico

El método grafico parte de los datos obtenidos en las pruebas de toxicidad aguda, graficados
en escala logaritmica, en el eje X las concentraciones (mg/L) y en el eje Y el porcentaje de

mortalidad.

Se colocan los puntos de los porcentajes de mortalidad observados (en escala lineal) en
funcion de las concentraciones probadas (en escala logaritmica); se conectan los puntos
obtenidos mas cercanos al 50% del efecto observado (la mayor concentracién que no causa

efecto toxico y la menor concentracion que causa efecto toxico).

A partir de la recta trazada, se obtiene el punto de corte correspondiente al 50% del efecto
observado. Este valor corresponde a la CLso/CEso/Clsg  del estimulo o agente estudiado
(Hubert, 1980 y 1995; Finney, 1978).

2.4.4 Anélisis de varianza (ANOVA)

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

menores de tres no se debera proceder con una prueba hipétesis.
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Diagrama 3: Principios del modelo ANOVA

La variable dependiente debe medirse al menos a nivel de intervalo ‘

La distribucion de la variable dependiente debe ser normal. ‘

) Independencia de las observaciones ‘

) Homogeneidad de las varianzas ‘

Fuente: las autoras. 2010

Por medio de ANOVA es obtuvieron las estimaciones de los parametros para relacionar las
variables y posteriormente se utilizé para determinar los valores de la concentracion del toxico

gue causa un grado de efecto sobre los organismos expuestos.

2.5 INDUSTRIA

Se realiz6 un muestreo puntual al vertimiento en una industria de tintas y pinturas ubicada en
el Municipio de Soacha. La industria se especializa en recubrimiento de superficies con

barnices, lacas, pinturas, tintas y esmaltes.

Composicion quimica de la pintura®?

Las formulas de la pintura moderna cuentan con diversas categorias de compuestos
guimicos. El aglutinante forma el recubrimiento fino adherente, el pigmento dispersado en el
medio fluido, da a la pelicula terminada su color y su poder cubriente y el disolvente o
diluyente se evapora con rapidez una vez extendida la pintura. El aglutinante puede ser aceite
no saturado o secante, que es éster formado por la reaccion de un acido carboxilico de

cadena larga (como el acido linoleico) con un alcohol viscoso, como la glicerina.

12http://www.puntoambientaI.com/informes/pintura curtiembres.pdf
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Pigmentos

Los pigmentos para pinturas son polvos finos que o bien reflejan toda la luz para producir un
efecto blanco o absorben ciertas longitudes de onda de la luz para producir un efecto
coloreado.

Los pigmentos blancos mas corrientes son éxidos inorganicos, como el diéxido de titanio
(TiOy), el oxido de antimonio (SbO3) y el 6xido de cinc (ZnO). Se usan también otros
compuestos inorganicos insolubles, como el sulfuro de cinc (ZnS), el albayalde
(hidroxicarbonato, hidroxisulfato, hidroxifosfito o hidroxisilicato de plomo) y el sulfato de bario
(BaS0O,). Los 6xidos inorganicos mas comunes para colores son: el éxido de hierro (Ill), Fe O3
(amarillo rojo o color tierra), el 6xido de cromo (lIl), Cr,O3 (verde) y el 6xido de plomo (IV),
Pb30, (rojo).

Los cromatos de plomo, cinc, estroncio y niquel producen distintas gamas de amarillo y

anaranjado. Se utiliza un conjunto de solidos organicos para obtener otros colores.

A continuacién se presenta una tabla que contiene los colorantes més utilizados en las

industrias de pinturas y tintas.

Tabla 5: Colorantes y su composicion

Carbonato basico No mezclar con colores que contienen
Blanco de plomo cadmio Excelente para las
de plomo .

aclaraciones
No mezclar con colores que contienen

Blanco de titanio Bi6xido de titanio cadmio Es buen cubriente, luminoso,
intenso
Cuando se mezcla, tiene la tendencia
Blanco de cinc Oxido de cinc a agrisarse y tiene bajo poder
cubriente.
) Excelente resistencia a la luz
Aluminato de
Azul cobalto Estable cuando mezclado con otros
cobalto
colores
Azul de manganeso Manganato
. Ferrocianur ilizar alcohol para hum rl
Azul de Prusia errocianu o de Utilizar alcohol para humedecerlo
hierro Poder colorante elevado
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Sulfuro de sodioy | Luminoso e intenso
Azul ultramar - . .
silicato de alimina | No mezclar con el amarillo cromo
. . No mezclarl n el blan lom
Amarillo cadmio . 0 mezclarlo con el blanco de plomo o
: Sulfuro de cadmio |con el azul ultramar y es buen
genuino .
cubriente
. Estaiato de cromo- | Baja resistencia a la luz
Amarillo cromo . :
aluminio Ennegrece con el tiempo
Naranja de marte Oxido de hierro
Plrpura de cadmio Sulfoseleniuro de
genuino cadmio
. . . No mezclar con el blanco de plomo o
Rojo de cadmio Sulfoseleniuro de o P
. : con el blanco de titanio y es buen
genuino cadmio .
cubriente
) .. . Poder colorante elevado
Rojo de marte Oxido de hierro ,
J Da una pelicula transparente
. . L. . Muy estable a la luz es buen
Rojo de Venecia Oxido de hierro Yy y
cubriente
. . Rojo de toluidina Intenso y luminoso
Rojo Helios ) L y
(organico) Poder colorante elevado
Oxido de cromo Cubriente colorante - Muy buena
Verde cromo . ente 'y y
hidratado estabilidad mezclado con otros colores
Verde esmeralda Oxido de cromo Buena solidez cuando mezclado con
genuino hidratado otros colores

Fuente: http://www.atelier-st-andre.net/es/paginas/tecnica/tabla colores.html

A continuacion se muestra las principales caracteristicas del colorante:

llustracién 3: Descripcién de producto™

13http://spanish.aIibaba.com/product—gs/cadmium-red-pigment-for-glaze-313023023.htm|
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Composicién quimica:
CdS.CdSe/CdS.HgS
CdS.CdSe.BaS04/CdS.HgS.BaS0O4

El colorante mas utilizado en la industria es el rojo del cadmio, por su alta fuerza de tefiido,
color brillante, firmeza ligera y excelente. Con el contenido creciente de CdSe, el color rojo es
mas fuerte y mas oscuro y con una mejor dispersion en medios organicos. Por consiguiente,

el vertimiento contiene selenio y es utilizado para determinar su efecto toxico.
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3. METODOLOGIA

En esta investigacién se implementd una metodologia de disefio experimental fundamentada
en la recoleccion de datos para dar respuestas y resultados de los efectos y los cambios
producidos por una probleméatica ambiental que adquiere mayor relevancia al pasar del tiempo

como lo es la contaminacién hidrica.

La metodologia comprende cuatro (4) fases, la primera es la fase de acondicionamiento de los
alevinos donde se prepara el recinto experimental, se adquieren, se transportan, se aclimatan
y se les realiza el mantenimiento; la segunda fase es para pruebas de sensibilidad donde se
exponen los alevinos al téxico de referencia; la tercera fase es para pruebas preliminares y
definitivas donde se exponen los alevinos a las dos sustancias toxicas a diferentes
concentraciones y la fase cuatro es la de resultados donde se determina la concentracién letal
media (CLso-g6)-

A continuacién se presenta el diagrama de la metodologia utilizada para la determinacion de

la concentracion letal media de Boro y Selenio sobre alevinos de Trucha Arco Iris.
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Diagrama 4: Metodologia para la determinacion del CLs, de Boro y Selenio

RECINTO EXPERIMENTAL
FASE |

ADQUISICION Y TRANSPORTE DE
ALEVINOS

ACONDICIONAMIENTO J

ACLIMATACION Y MANTENIMIENTO

PREPARACION DEL AGUA DE DILUCION
FASE Il
PRUEBAS DE W PREPARACION DE LAS SOLUCIONES CON
SENSIBILIDAD J DICROMATO DE POTASIO.
MONTAJE DEL ENSAYO TOXICOLOGICO
PREPARACION DEL AGUA DE DILUCION
FASE IlI
PREPARACION DE LAS SOLUCIONES CON BORO Y
SELENIO
PRUEBAS PRELIMINARES Y
DEFINITIVAS
PRUEBAS CON BORO Y SELENIO
DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS DEL
VERTIMIENTO.
FASE IV
ACEPTABILIDAD DE LOS RESULTADOS
RESULTADOS

DETERMINACION DE LA CL

50-96

Fuente: las autoras. 2010
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3.1 FASE |. ACONDICIONAMIENTO

3.1.1 Recinto experimental

Las pruebas de toxicidad se realizaron en el laboratorio de la Universidad de La Salle dotado
con un sistema de ventilacion (extraccion y suministro de aire), mesones para la preparacion

de soluciones, para mediciones fisico quimicas y areas de lavado.

Dentro de este recinto experimental se ubicaron dos estanterias cada una con 24 peceras de
2.5 litros, para realizar los ensayos; dos acuarios con capacidad de 100 litros para la
aclimatacion de los alevinos, un tanque de 200L con dos bombas sumergibles (1200L/h) en su
interior para mantener agua aireada y libre de cloro. A continuacion se mostrard un esquema
del laboratorio de Bioensayos de La Universidad de La Salle.

llustracion 4: Esquema Laboratorio de Bioensayos de la Universidad de La Salle

N

"

/

]
AN
SR —

. .|
A .|
]
Iy —
|
e = Hl—
|ovse | s00s —
Areas de lavado Griferia agua D Nevera
| I Acuarios A Area de estudio Truchas Autoclave
l®®®ed Bateriasconpeceras A Area de estudio Pulgas el Rampas de acceso
- Mesones . Tanque almacenamiento de agua (I Canal de desagle

Fuente: Las autoras. 2010
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3.1.2 Adquisicion y transporte de alevinos

Los alevinos de trucha arcoiris se obtuvieron de la granja psicola SURALA S.A. en el
municipio de Chocontd, Cundinamarca. Fueron transportados en bolsas de polietileno, calibre
tres de 100x40 cm, con un promedio de 250 alevinos cada una, con suficiente oxigeno y en
adecuado estado de salud.

3.1.3 Preparacion y mantenimiento de acuarios

Los acuarios se adaptaron con el fin de garantizar condiciones 6ptimas para los alevinos de
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) utilizando los siguientes implementos:

+ Aireadores mecénicos para airear por un periodo aproximado de 15 dias. (Segun los
protocolos internacionales (CETESB LBp01)
Mangueras y difusores
Material de cubierta, para cubrir la parte superior de los acuarios con el fin de mantener

el agua libre de particulas y vapores organicos volatiles.

& Agua declorinada, previamente aireada con una bomba sumergible (800 L/h).

llustracién 5: Preparacion de acuarios

Fuente: las autoras. 2010
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Para garantizar estas condiciones se controlaron los siguientes parametros:

Temperatura >14°
Oxigeno Disuelto >6mg/L
pH 6.5 — 7.5 unidades

Tabla 6: Parametros de control

El mantenimiento de los acuarios se realiz6 antes de introducir los alevinos y durante la
permanencia de los mismos; limpiando con abundante agua, repetidas veces y sin utilizar

ningun tipo de jabon o detergente.
3.1.4 Aclimatacion de los alevinos

Los alevinos de Trucha Arco Iris son transportados a los acuarios en su respectiva bolsa de
polietileno con oxigeno sellada. Posteriormente esta se sumerge en uno de los acuarios para
estabilizar las temperaturas entre la bolsa y los acuarios por un tiempo aproximado de 1 hora

(minimo 45 minutos).

Consecutivamente los organismos son introducidos a los acuarios en una malla divididos en
pequefios grupos; adicionalmente los acuarios se cubren con un plastico negro para evitar el
estrés de los alevinos por el continuo movimiento de las personas y por la luz artificial del

laboratorio de bioensayos.

llustracion 6: Alevinos de Trucha Arco Iris

Fuente: las autoras. 2010
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Es necesario realizar el conteo de los organismos para determinar la tasa de mortalidad antes

de empezar con las pruebas de toxicidad. (Ver anexo N)

3.1.5 Alimentacién

Los alevinos fueron alimentados dos veces al dia (una vez en la mafiana y una vez en la
tarde) con Incros, comprados en casas de acuario en forma de pellets. Es necesario tener en
cuenta que el alimento se suspendio 24 horas antes del inicio de cada prueba de toxicidad.

Los ingredientes principales de la comida “Incros” son harinas de pescado, camarones, avena,
alfalfa, soya, germen de trigo, aceite de higado de bacalao y un suplemento de vitaminas y
minerales como: A, B1, B2, B6, C, D3, E y Omega 3.

A continuacion se resume la Fase | de la metodologia.

Diagrama 5: Fase |

RECINTO ADQUISICION ] ACLIMATACION Y
EXPERIMENTAL DE ALEVINOS J MANTENIMIENTO

Bateria ensayos 24 Bolsas de polietileno Aireadores
peceras I

. 100 I .
2 acuarios litros 250 alevinos Mangueras y
1 Difusores

Mesdn Area de lavado 2.5a3.0cm Material
l particulado Material de cubierta
l Vapores
volatiles 1

=

<=

almacenamiento

T >149C

[ Tanque ] 1/3 oxigeno
oD >6 mg/L

=

pH 6.5-7.5un

EPP [ CONDICIONES OPTIMAS

Fuente: las autoras. 2010
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Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de ‘
3.2 FASE Il. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

3.2.1 Preparacion del aguade dilucion

El agua que se empledé fue agua potable, permanecié aireandose (mediante bombas
sumergibles) en un tanque de 200 L durante un periodo de 1 semana para declorinarla* antes
de iniciar las pruebas de toxicidad.

El agua estuvo bajo un control permanente de OD, pH y Temperatura cumpliendo con los
parametros establecidos por los protocolos de CETESB, como se menciond anteriormente en
la tabla 5.

llustracion 7: Tanque almacenamiento de agua

Fuente: las autoras. 2010

3.2.2 Preparacion de las soluciones con dicromato de potasio

El agua que se preparo se utilizo para las pruebas de sensibilidad que permitieron observar la
capacidad de respuesta de los organismos. Posteriormente se realizaron 15 ensayos con
dicromato de potasio (toxico de referencia) donde se obtuvo el intervalo de concentracion

intermedio entre los valores del 0 y 100% de mortalidad.

“ DECLORINACION: Eliminacién parcial o total del cloro residual del agua por un proceso fisico (aireacion).
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3.2.3 Montaje del ensayo toxicoldgico

En las pruebas de toxicidad se emplearon alevinos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss),
con un tamafo aproximado de 2.5 a 3.5 cmy un peso de 1 gr.

El montaje se dispuso en estantes de 70 * 30 cm, donde se usaron 24 peceras de 2,5 L de
capacidad; distribuidas por filas de 4 peceras en cada entrepafio. La primera fila de la bateria
fue utilizada para el blanco o control y cada una de las filas restantes representaba una
concentracion diferente expresada en ppm con dicromato de potasio (K.Cr,07), con el fin de
determinar el rango de la (CLso.gs). Las concentraciones se disponen de menor a mayor,
siendo la menor la que esta debajo del blanco y la mayor la ultima de la fila del estante.(Ver
anexo O)

llustracién 8: Montaje ensayo toxicoldgico

=

=

Fuente: las autoras. 2010
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El montaje se replicd 15 veces, demostrando que los resultados fueron estadisticamente

representativos. El total de las pruebas individuales de sensibilidad realizadas fueron 360.

3.2.4 Pruebas con dicromato de potasio

Para la realizacion de las pruebas preliminares de sensibilidad se preparo la solucion madre,
esta solucion fue preparada tomando 1 gr de dicromato de potasio en 1L de agua destilada,
lo que nos llevé a una concentracion de 1000 ppm. Posteriormente se prepararon cinco
concentraciones (20, 40, 60, 80, 100) ppm y un blanco o control (con agua libre de cloro),
cada uno de ellos por cuadruplicado. La prueba se inicio en el momento de introducir el ultimo
alevino en la Ultima pecera de la bateria de ensayo, utilizando un total de 120 alevinos por
prueba, en un tiempo de exposicion de 96 horas; la lectura de la prueba se realizo a las 3
horas, 6 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas y finalmente a las 96 horas, determinando asi el
porcentaje de mortalidad de los alevinos. A continuacion se resume la Fase Il de la

metodologia implementada.

Diagrama 6: Fase Il

PREPARACION DEL PREPARACION DE LAS SOLUCIONES MONTAJE DEL ENSAYO
AGUA DE DILUCION CON DICROMATO DE POTASIO. TOXICOLOGICO

[ Recoleccion agua ] [ Agua destilada (1L) I K,Cr,0; (1gr) ] [ Serie de 24 peceras ]
de vidrio

! ! l
i o B B 3 ) A e e

Ppm

l ppm
[ Concentraciones por cuadriplicado ] ntroduccion de

l l alevinos
[ Minimo de 48 horas ] l

[ 15 ensayos Estadisticamente representativos

[ Registro de datos ]

[ oD I >6 mg/L ] l l

[ El total de pruebas de ]

[ pH 16.5—7.5un] sensibilidad (360) [ 3,6,24,48,72 y 96 horas ]
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3.3 FASE lll. PRUEBAS PRELIMINARES Y DEFINITIVAS

3.3.1 Preparacion del agua de dilucion

El agua que se empleo fue agua potable, que permanecié aireandose con dos bombas
sumergibles y dos aireadores que garantizaron la concentracion de oxigeno en un tanque de
200 L durante un periodo de 1 semana para declorinarla antes de iniciar las pruebas de

toxicidad.

El agua estuvo bajo control permanente de OD, pH y Temperatura cumpliendo con los
parametros establecidos por los protocolos de CETESB, como se menciond anteriormente en
la tabla 5.

3.3.2 Preparacion de las soluciones con Boro y Selenio

Para la preparacion de las soluciones madre se utilizo el BORAX (Na;B;O7*10H,0) y
SELENITO DE SODIO (NayO3Se), por lo tanto para preparar una solucién de 1000 ppm se
tuvo en cuenta el peso molecular y se calculé cuanto compuesto se necesitaba de Boro y de

Selenio respectivamente.

Las concentraciones preliminares fueron preparadas teniendo en cuenta los rangos conocidos
de anteriores investigaciones del agente toxico y las concentraciones definitivas fueron
preparadas teniendo en cuenta los resultados obtenidos de las pruebas preliminares. Luego
se determiné el volumen de la solucién necesario para obtener las concentraciones de 0.001,
0.1, 1, 10 y 100 (ppm). (Ver diagrama 4)

65 | YULIE ANDREA RIVERA HOYOS — DIANA ALEXANDRA MOLINA TRUJILLO



Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Diagrama 7: Fase Il

CON BORO Y SELENIO

)

[ Aguadestilada (11) I (8)- (se) (1gr) |

0.001 100
Blanco
ppm ppm ppm ppm ppm

[ Concentraciones por cuadriplicado ]

l 10 ensayos I

[ Estadisticamente representativos ]

[ PREPARACION DE SOLUCIONES J

Fuente: las autoras. 2010
3.3.3 Pruebas con boro y selenio

Para la determinacién de la CLso.gs Se realizaron 15 pruebas para cada sustancia a prueba
divididas en una etapa preliminar y una etapa definitiva. Durante la etapa preliminar se trabajé
con 5 concentraciones diferentes que fueron: 0.001 p.p.m., 0.1 p.p.m., 1 p.p.m., 10 p.p.m. y
100 p.p.m; en esta se observo el rango aproximado en el que se encuentra la CLsp.g6 para el
Selenio y Boro, luego se delimitdé un valor al cual se aproximaba y asi se determiné un rango

menor en el cual se encontraba la concentracion letal para cada elemento (Boro y Selenio).

Para la obtencion de la CLsg.gs del Boro y el Selenio en los alevinos de Trucha Arcoiris se tuvo
en cuenta diferentes concentraciones de los contaminantes para finalmente hallar en las que
se mueren la mitad de los organismos presentes en la pecera; los datos obtenidos fueron

tabulados en el formato establecido y graficados para su analisis.

Adicionalmente por medio del programa PROBIT se determinaron los minimos, maximos y la

concentracion letal para cada prueba ejecutada. (Ver anexo P)
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3.3.4 Determinaciones fisicoquimicas del vertimiento

Se efectuaron cinco pruebas fisicoquimicas de los vertimientos determinando: oxigeno
disuelto, dureza, conductividad, pH, temperatura, DQO, Selenio y Boro, efectuadas en una

sola linea de concentracion con sus cuatro replicas y un control. (Ver Diagrama 7).

Diagrama 8: Fase llI

PRUEBAS CON BORO ] DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS
Y SELENIO J DEL VERTIMIENTO.
Serie de 24 peceras Caracterizacion
de vidrio 1
pH Dureza
1Lc/u [] 2Lc/u oD Conductividad
l DQO Temperatura

Introduccion de 5 alevinos

0.001 0.1 1 10 100
Blanco
ppm ppm ppm ppm ppm

Registro de datos
3,6,24, 48,72y 96 horas

5 ensayos Concentraciones por cuadriplicado

L]
| | '

Rango aproximado, donde muera el
50% de la poblacion en 96 horas.

El total de pruebas definitivas (120)

Fuente: las autoras. 2010
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3.4 FASE IV. RESULTADOS

3.4.1 Aceptabilidad de los resultados

Los resultados de las pruebas definitivas fueron considerados validos dentro de las siguientes

condiciones:

e La concentracion de oxigeno disuelto en las soluciones test durante el transcurso de
ensayo debe ser mayor o igual al 60% de la saturacion de la temperatura de ensayo.

e La concentracion de la sustancia test no debe disminuir mas de un 20% como maximo.

e La sensibilidad del grupo de peces ensayado se hallara dentro de +/- 2DS respecto del

valor medio para el toxico de referencia para la misma especie test.

3.4.2 Determinacion de la CL 5006

La forma mas sencilla y valida para hallar la CLsg fue por interpolacion gréfica a partir de un
grafico concentracion — respuesta en una escala lineal. Una primera aproximacion analitica
fue obteniendo dicho valor mediante una regresion logaritmica. Si los datos disponibles para
calcular la CLsg eran insuficientes, se registraba la minima concentracion que produce 100%
de la mortalidad y la maxima que da 0% de mortalidad; entre los dos valores se encontrara la
Clso.

Teniendo en cuenta el procedimiento anterior, se ejecutaron 50 ensayos toxicologicos y un
total de pruebas individuales de 1200 que resultan al sumar las pruebas que se hicieron para

Boro, Selenio y Dicromato de potasio (K,Cr,0O-) y la muestra ambiental. (Ver Diagrama 8)
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Diagrama 9: Fase IV

[ DETERMINACION

[ Dato exacto ] Donde muera el 50% de la
DE LA CL 50.06 » » poblacién en 96 horas.

PRELIMINAR DEFINITIVA
BORO Y BOROY
LSENSIBILIDAD ] L SELENIO ] [ SELENIO ] [ VERTIMIENTO ]

15 ensayos
S alevinos * 5 alevinos *
cadauna cadauna

[ 360 ensayos ] [ 360 ensayos ] 360 ensayos 120 ensayos

[ 1800 peces ] [ 1800 peces ] l 1800 peces I l 600 peces I

[ 1200 ensayos ]

5 alevinos *
cadauna

5 alevinos *
cadauna

6000 peces

Fuente: las autoras. 2010

Disposicion de los residuos generados

Seleccionar los
alevinos
contaminados

Entregar ala
Eliminar el empresa encargada
contenido de agua del tratamiento de
RESPEL
Empacar los trasportarlos
alevinos en bolsas cuidadosamente
y sellarlas hasta el laboratorio

Fuente: las autoras. 2010
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4. OBTENCION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Para el desarrollo y analisis de las pruebas de toxicidad con boro, selenio y dicromato de
potasio (téxico de referencia) sobre alevinos de Trucha Arco Iris, se implementd la
metodologia ya establecida CETESB (Brasil), la cual se ha venido trabajando por los grupos
de investigacion de Bioensayos del Programa de Ingenieria Ambiental y Sanitaria de la
Universidad de La Salle, dirigido por el Quimico — Bidlogo Pedro Miguel Escobar Malaver; con

el fin de mejorar la normatividad actual de Colombia en cuanto a vertimientos.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en el proyecto de investigacion,
calculados con una confiabilidad del 95% utilizando dos de los métodos de andlisis

estadisticos: Probit y ANOVA, de acuerdo a la metodologia anteriormente descrita.

4.1 PRUEBAS TOXICOLOGICAS CON DICROMATO DE POTASIO

4.1.1 Analisis Probit paralas pruebas de sensibilidad con dicromato de potasio

Para demostrar la capacidad de respuesta (sensibilidad) de los alevinos de Trucha Arco lIris
(Oncorhynchus mykiss) a los contaminantes, se determiné la concentracion letal media (CLsp.
96) de dicromato de potasio. Las concentraciones utilizadas para las pruebas de sensibilidad,

estan dentro de un rango de 0 ppm a 100 ppm, con intervalos de 20. (Ver anexo A)
El valor de la Concentracion Letal Media (ClLsogs) Se calculé con el método de analisis

estadistico Probit(Ver anexo B), con estos resultados se realiz6 una carta de control con el

valor promedio y los limites de confianza.(Ver tabla 7)
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Tabla 7: Carta de control pruebas de Sensibilidad

NUumero CLso.96 Limite Limite

prueba mg/L Inferior Superior
1 65,36 52,14 86,78
2 68,43 54,93 91,75
3 59,75 43,59 88,00
4 47,34 34,29 61,39
5 50,90 43,30 58,88
6 51,42 43,86 59,17
7 52,50 45,32 59,47
8 52,34 45,51 58,98
9 43,57 18,48 69,72
10 51,57 43,51 59,94
11 52,07 45,19 58,88
12 54,44 43,68 67,10
13 53,70 46,88 60,15
14 50,90 43,30 58,88
15 46,66 39,85 53,66

Al analizar la tabla 4: carta de control de pruebas de sensibilidad se pudo observar que los
valores de ClLso.g6 S€ €ncuentran entre un rango de (46,3 - 68,4) mg/L y ninguno supera los
limites de confianza, confirmando que los alevinos siempre presentan sensibilidad dentro del

rango, confirmando que las pruebas no presentaron fallas y que los parametros (ver tabla 4)

Fuente: las autoras. 2010

se controlaron de forma correcta.

Como resultado promedio de la concentracion letal media (ClLspgs) de las pruebas de

sensibilidad sobre alevinos de Trucha Arco Iris con el toxico de referencia (dicromato de

potasio) se obtuvo:

Tabla 8: Resultados de pruebas de sensibilidad

Limite superior | 66,18 mg/L
CLso-96 53,40 mg/L
Limite inferior 42,92 mg/L
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El resultado obtenido en esta investigacion se compard con resultados anteriores realizados

por estudiantes de la Universidad de la Salle para verificar la veracidad de los mismos.

Tabla 9: Resultados de sensibilidad en investigaciones de La Universidad de la Salle

2008

Determinacién de Clsg.gs de Cadmio y
Aluminio mediante bioensayos con
alevinos de Trucha Arco lIris.

Oscar Bernal
Angela Grijalba

56,43 mg/L

2008

Determinacion de Clsg.96 del Glifosato
por medio de bioensayos utilizando
alevinos de Trucha Arco lIris.

Patricia Barros
Vilmar Gamez

54,07 mg/L

2008

Determinacion de ClLso.gs del Plomo y
Niquel por medio de bioensayos sobre
alevinos de Trucha Arco lris.

Paula Ortiz
Julidn Agudelo

52,21 mg/L

2008

Determinacién de CLsg.g¢ de Mercurio y
Cromo utilizando alevinos de Trucha
Arco lIris.

Alejandra Duran
Viviana Matias

55,98 mg/L

2009

Determinacién de Clsp.g6 de Cobre y
Zinc mediante pruebas toxicolégicas
utilizando alevinos de Trucha Arco Iris.

Juan Barreto
Guillermo Peralta

59,70 mg/L

2009

Determinacion de CLsggs de Cianuro
por medio de bioensayos sobre
alevinos de Trucha Arco lris.

Lenny Sanchez
Aura Andrade

52,39 mg/L

2010

Determinacion de Clsp9s de Plata
mediante pruebas toxicolbgicas
utilizando alevinos de Trucha Arco Iris.

Angélica Ramirez

48,83 mg/L

2010

Determinacion de CLsg.9s del Aluminio
mediante pruebas toxicologicas
utilizando alevinos de Trucha Arco Iris.

Ana Corpus

52,66 mg/L

2010

Determinacién de Clsg.g¢ de Hierro y
Manganeso mediante  bioensayos
utilizando alevinos de Trucha Arco Iris

Yenny Vasquez
Daniel Calderon

49,21 mg/L

2010

Determinacién de CL50-96 de Boro y
Selenio sobre alevinos de Trucha Arco
Iris mediante bioensayos.

Yulie Rivera
Diana Molina

53,40 mg/L

Fuente: las autoras. 2010

Analizando la tabla 6 se pudo observar que el resultado arrojado en la presente investigacion

fue de (CLsg.96= 53,40mg/L) el cual se encuentra dentro del rango (50 ppm — 80 ppm) y es

muy similar a los valores arrojados por las investigaciones anteriores, lo que verifica la
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confiabilidad de los datos e indica la sensibilidad y capacidad de respuesta que tienen los

organismos al dicromato de potasio.

Tabla 10: Resultados de sensibilidad en investigaciones Internacionales

ANO REFERENCIA CLso-96
Programa de monitoreo ecotoxicoldgico de los efluentes

2007 1 industriales en el rio cruces®. CHILE 72,7 mg/L
Niveles de toxicidad de quimicos usados en operaciones de

2007 | i munizado™®. USA 69,0 mg/L
Estudio de adsorcién para Cr (VI) utilizando chacay

2008 | (ulexeuropaeus) como carbén activo cubierto con quitosan.*’ 60,0 mg/L
CHILE

Comparando los resultados de la tabla 7 y la tabla 8 se observé que las concentraciones
letales medias (CLsp.gs) Obtenidas en diferentes investigaciones no superan 80ppm,
corroborando los datos que se han obtenido en el laboratorio de bioensayos de la Universidad

de la Salle.

Y http://www.sinia.cl/1292/articles-35166_Cap2.pdf
'® http://webcache.googleusercontent.com
Y http://www.scribd.com
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A continuacion en la grafica 1 se presenta la distribucion de las sensibilidades de la carta de control obtenidas durante el tiempo de

las pruebas, adicionalmente el promedio de la (CLso.96) Y SUS respectivos limites.

Gréfica 1: Concentracion letal media de sensibilidad con dicromato de potasio

’

Clso-s¢ DE DICROMATO DE POTASIO VS NUMERO DE PRUEBAS
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En la gréfica 1 se puede observar la varianza de los resultados de las pruebas de
sensibilidad con el toxico de referencia dicromato de potasio. En las primeras pruebas los
organismos mostraron una sensibilidad por encima del promedio, posteriormente los
alevinos fueron bajando su nivel de sensibilidad, observando que el punto mas bajo es el
correspondiente a la prueba nimero 9 con un valor de 18,48 mg/L; sin embargo en ningun

momento supera el limite, lo que nos indica la autenticidad de los resultados.

4.1.2 Analisis ANOVA para las pruebas de sensibilidad con dicromato de potasio

Para obtener un andlisis de varianza adecuado se sigui6 el protocolo LBP04 (Ver anexo P)
“‘Analisis de varianza”, el cual se encuentra en el laboratorio de bioensayos de la facultad

de Ingenieria Ambiental y Sanitaria de la Universidad de la Salle.

Se inicia postulando una hipoétesis nula y una hipétesis de alternativas para la realizacion

de la ANOVA, como se muestra a continuacion:
Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos.

H1: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los organismos.

Para el analisis del resultado se debe tener en cuenta la siguiente condicién:
Fc> Ft: se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alternativa.

Fc< Ft: se acepta la hipotesis nula y se rechaza la hipotesis alternativa.

En la tabla 7.Se presentan los resultados del analisis de varianza para las quince (15)

pruebas con dicromato de potasio:(Ver anexo C)
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Tabla 11: Resultados Analisis de varianza ANOVA para las pruebas de sensibilidad

F
PRUEBA F CALCULADO TEORICO
1 7,86
2 7,94
3 2,87
4 11,40 2.77
5 14,21
6 14,77
7 22,74
8 30,85
F
PRUEBA F CALCULADO TEORICO
9 3,37
10 18,10
11 21,00
12 16,22 2,77
13 52,82
14 24,10
15 15,93

Fuente: las autoras. 2010

Como lo muestra la tabla 9, se observa que F calculado es mayor al F teorico, esto quiere
decir, que se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna. Se puedo concluir
gue las diferentes concentraciones producen efectos diferentes en los organismos de
prueba alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), esto comprueba que al

aumentar la concentracién del dicromato de potasio (K,Cr,O;) aumenta la mortalidad.
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4.2 PRUEBAS DE TOXICIDAD CON BORO

4.2.1 Anadlisis Probit paralas pruebas de toxicidad con boro (B)

Para demostrar la capacidad de respuesta de los alevinos de Trucha Arco Iris
(Oncorhynchus mykiss) al Boro se determiné concentracion letal media (CLso-96).

Este valor se calcul6 con el método de andlisis estadistico Probit, se realizé una carta de
control con limites de confianza (Ver anexo D), las (ClLsp.gs) de las diferentes pruebas
realizadas y se calcul6 el promedio para cada valor. (Ver tabla 11).

Pruebas preliminares:

Tabla 12: Carta de control pruebas preliminares con boro

PRUEBA CL s50.96 L|'mi.te Limit.e
mg/L Inferior | Superior
1 105 99,94 107,51
2 105,39 101,38 107,63
3 106,6 103,43 108,55
4 105,52 102,46 107,37
5 106,75 104,17 108,52
Promedio| 105,85 101,99 108,02

Pruebas definitivas:

Tabla 13: Carta de control pruebas definitivas con boro

CL 50.96 Limite Limite
FRSE mg/L Inferior | Superior

1 104,82 99,94 105,93
2 105,34 102,36 106,54
3 105,80 104,24 106,81
4 105,39 102,20 106,65
5 105,48 101,22 106,98
6 105,15 102,33 106,25
7 105,55 102,50 106,81
8 104,62 101,80 104,62
9 104,32 100,60 105,36
10 105,51 104,45 106,26

Fuente: las autoras. 2010
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Al analizar la tabla 11. Carta de control de pruebas de Boro se observa que los valores de
CLso.96 S€ encuentran entre un rango de 104,32 y 105,55 mg/L, sin superar los limites de
confianza, confirmando que las pruebas no presentaron fallas y que los parametros se
controlaron de forma correcta. (Ver anexo E).En la tabla se presentan el promedio

correspondiente a la concentracion letal, el limite inferior y superior.

Tabla 14: Resultados de la Concentracion letal media con boro

CL 50-96 | Limite Limite
mg/L Inferior | Superior

Promedio| 105,19 102,16 106,22
Fuente: las autoras. 2010

A continuacién en la grafica 3 se presenta la distribucion de los resultados de la carta de
control obtenidas durante el tiempo de las pruebas, adicionalmente el promedio de la (CLsp.

96) Y SUS respectivos limites.
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Grafica 2: Concentracion Letal Media de boro

ClLso-9¢ DE BORO VS NUMERO DE PRUEBAS
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En la grafica se observa que los valores de concentracion letal media de las pruebas
definitivas se encuentra en el rango de los limites de confianza (limite inferior de 102,16 mg
B/L y limite superior de 106,22 mg B/L) determinados con Probit, lo que permite la

validacion de los datos obtenidos para el Boro.

4.2.2 Anadlisis ANOVA para las pruebas de toxicidad con boro (B)

Debido a que Fc> Ft se rechaza la hipétesis nula (Ho) y se toma la hipotesis alterna (H;)
donde a diferentes concentraciones producen efectos diferentes en los organismos de
prueba. (Ver anexo F)

Tabla 15: Resultados Analisis de varianza ANOVA para dicromato de potasio

8,18
3,19
3,01
3,20
3,43
3,35
3,51
3,12
5,63

3,06
Fuente: las autoras. 2010

2,77
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A continuacion se muestra una comparacion de resultados frente a otros organismos

utilizados para la determinacion de la concentracion letal media de Boro:

Tabla 16: Comparacion de resultados

Pez de
colores

59 75
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Trucha Arco Suave 27 100

Iris Dura 54 79

Bagre de Suave 155 155

canal Dura 71 22

Rana Suave 47 139

leopardo Dura 54 135
Salmon (Oncorhynchus kisutch) 78,1 - 105 Hamilton &Buhl (1990)
Salmon(Oncorhynchus tshawytscha) 105 - 127 Hamilton &Buhl (1990)
Carpita cabezona 332 Hamilton &Buhl (1990)

Fuente:http://www.env.gov.bc.ca/wat/wg/BCquidelines/boron/boron.pdf

La concentracion letal media de Boro para los alevinos obtenida en la investigacion se

encuentra en el rango determinado por Hamilton &Buhl (1990) para las especies de

organismos mencionadas en la tabla anterior, por consiguiente nos da mayor certeza en

los datos obtenidos. Ademas que los resultados se ven afectados por la dureza del agua,

del compuesto y organismo utilizado, en el desarrollo de las pruebas

4.3 PRUEBAS DE TOXICIDAD CON SELENIO

4.3.1 Anadlisis Probit para las pruebas de toxicidad con selenio (Se)

Para la realizacién de las pruebas de toxicidad con Selenio se emplearon Alevinos de

Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), los cuales fueron expuestos a diferentes

concentraciones durante un periodo de 96 horas, ya que estd demostrado que en este

tiempo la mortalidad de los organismos de prueba se da por la accion del toxico y no por

factores externos como inanicién, pH, temperatura, OD y dureza entre otros.

Se realizaron 2 pruebas preliminares para determinar la concentracion letal media CL50-

96, las concentraciones iniciales utilizadas fueron 0,001- 0,1- 1-10 y 100 ppm (Ver tabla

16), estos valores se tomaron con base en la escala que se encuentra en la metodologia

CETESB; con el resultado de estas pruebas se determiné el rango el cual oscilaba entre 1
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y 10 ppm; posteriormente se realizaron 3 pruebas mas para disminuir el rango, para esto
se utilizaron concentraciones de 4, 6, 8, 10y 12 ppm.(Ver tabla 17)

Tabla 17: Carta de control primeras pruebas preliminares con selenio

NUmero ClLso-96 Limite Limite
pruebas mg/L Inferior | Superior
1 2,81 1,60 4,97
2 1,61 0,62 4,01
Promedio 2,21 1,11 4,49

Tabla 18: Carta de control segundas pruebas preliminares con selenio

Numero CLso.96 Limite Limite
pruebas mg/L Inferior Superior

1 3,80 1,60 5,45

2 4,35 1,48 6,42

3 4,21 1,57 6,13
Promedio 4,12 1,55 6,0

Fuente: las autoras. 2010

Basados en los resultados de las pruebas preliminares se obtuvo que el rango entre (4 - 5)
ppm es el que muestra porcentajes cercanos al 50% de mortalidad; a partir de estos
valores se realizaron las pruebas definitivas con el fin de verificar los datos y garantizar la

uniformidad de los resultados. (Ver anexo G)

Una vez obtenidos los resultados de las 10 pruebas definitivas se determind la
Concentracion Letal Media (CLspg6), los Limites de Confianza Inferior (LCI) y Limites de
Confianza Superior (LCS) a través del método de analisis estadistico Probit (Ver anexo
H),para hallar la concentracion letal media definitiva del Selenio se promediaron los

resultadoscomo se observa en la tabla 18 que se presenta a continuacion:

Tabla 19: Carta de control pruebas definitivas con selenio

Numero pruebas ClLsp.gs mg/L Limite Inferior Limite Superior
1 4,54 4,40 4,69
2 4,49 4,39 4,59
3 4,59 4,49 4,74
4 4,58 4,50 4,75
5 4,44 4,34 4,53
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Numero pruebas Clspgs mg/L Limite Inferior Limite Superior
6 4,43 4,34 4,52
7 4,41 4,32 4,49
8 4,46 4,36 4,57
9 4,48 4,36 4,61
10 4,44 4,35 4,53

Fuente: las autoras. 2010

Como resultado promedio de la concentracion letal media (CLsp.96) de las pruebas de

toxicidad sobre alevinos de Trucha Arco Iris con Selenio (Se) se obtuvo:

Tabla 20: Resultados pruebas con selenio

Limite superior | 4,60 mg/L
CL50-96 4,49 mg/L
Limite inferior 4,39 mg/L

Fuente: las autoras. 2010

El resultado obtenido en esta investigacion se comparé con resultados de investigaciones

anteriores para verificar la autenticidad de los mismos.

Tabla 21: Resultados sobre toxicidad del Selenio Internacionales

Concentraciones de metales pesados en distintos compartimentos de 0.70 mgiL
lagos andinos de Patagonia Norte. Asociacion Argentina de Ecologia.

Minera La Zanja S.R.L. Proyecto La Zanja. Levantamiento de 0,37 mg/L
Observaciones. Analisis de Tejido de Peces.

The effects of selenium on the physiological stress response in fish 1,8 mg/L
(Selenio)

The effects of selenium on the physiological stress response in fish 3,2 mg/L
(Selenato)

The effects of selenium on the physiological stress response in fish 4,2 mg/L
(Selenito de sodio)
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Al observar la tabla20 se pudo determinar que la concentracion letal media de selenio
obtenida en la presente investigacion (4,49 mg/L) es muy cercana al valor que arroja la
investigacion con selenito de sodio (4,2 mg/L); cabe notar que se utiliz6 el mismo

compuesto quimico para la realizacion de las pruebas de toxicidad.

Sin embargo también se observa que los otros estudios relacionados no tienen ninguna
cercania al valor obtenido en la investigacion, esto se debe posiblemente a los diferentes
parametros de control, la edad y la aclimatacion de los alevinos.

A continuaciéon en la grafica 2 se presenta la distribucién de los diez (10) resultados
obtenidos durante el tiempo de las pruebas, adicionalmente el promedio de la (CLsg.g6) del

Selenio y sus respectivos limites.
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Gréfica 3: Concentracion Letal Media de selenio

ClLso-9s DE SELENIO VS NUMERO DE PRUEBAS
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En la grafica 3 podemos observar el comportamiento de cada una de las pruebas
definitivas realizadas con selenio, notando que el punto mas cercano al limite superior es la
prueba nimero 3 con un valor de 4,74 mg/L y el punto mas cercano al limite inferior es el
de la prueba nimero 7 con un valor de 4,32 mg/L; sin embargo cabe resaltar que ningun
valor obtenido en las pruebas supera los limites de confianza, lo que nos indica la

veracidad de los mismos.

4.3.2 Analisis ANOVA para las pruebas de toxicidad con selenio (Se)

Debido a que Fc> Ft se rechaza la Hipotesis nula (Ho) y se toma la hipétesis alterna (H)
donde a diferentes concentraciones producen efectos diferentes en los organismos de
prueba. (Ver anexo )

Tabla 22: Resultados andlisis Anova para selenio

15,07
29,36
21,17
7,15
11,83
26,86
60,6
24,24
31,28
10 41,91

Fuente: las autoras. 2010

2,77
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Se pudo concluir que las diferentes concentraciones producen efectos diversos en los
organismos de prueba alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), esto

comprueba que al aumentar la concentracion del Selenio (Se) aumenta la mortalidad.

44 PRUEBAS DE TOXICIDAD CON EL VERTIMIENTO INDUSTRIAL

La muestra del vertimiento con selenio se obtuvo efluente de la planta de tratamiento de

agua residual.
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Los resultados de los ensayos para las pruebas de toxicidad del vertimiento se obtuvieron
de los datos que arrojaron las pruebas definitivas de toxicidad sobre alevinos de Trucha

Arco Iris (Oncorhynchus mykiss).

4.4.1 Anadlisis fisicoquimico del vertimiento

Se realizaron analisis in situ en la industria para tener una caracterizacién mas compleja de

la muestra de agua recolectada. (Ver tabla 23)

Tabla 23: Resultados parametros In situ

pH 9,4 unidades
Caudal 5,20 L/s
Temperatura 18,6 °C
Solidos Sedimentables 1,9 ml/L

Fuente: las autoras. 2010

Segun lo recomendado por el (Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater) las caracteristicas para la toma de muestras se presentan a continuacion:

Tabla 24: Recoleccién de muestras

DQO Frasco de vidrio ambar H,SO,4 500 ml
SST :

, Frasco de plastico Refrigeracion 4°C 1000m|
Selenio

Luego se transportd la muestra del vertimiento industrial al laboratorio de Ingenieria
Ambiental y Sanitaria de la Universidad de La Salle, donde se realizaron los

correspondientes analisis fisicoquimicos. (Ver tabla 25)
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Tabla 25: Resultados del andlisis fisicoquimico de la muestra de agua residual

industrial
DQO 1020 mg/L O,
DBO 538 mg/L O,
SST 1150 mg/L
SELENIO 2,69 mg/L
BORO 0,81 mg/L
CLso-06 0,38
TEMPERATURA 14 °C
pH 8.4 Unidades

Fuente: las autoras. 2010

El vertimiento de la industria de Tintas y Pinturas presenta un valor de DQO=1020 y
DBO=538 lo que nos indica que es un agua residual industrial, también presenta un alto
contenido de solidos suspendidos los cuales causan dafios sobre las branquias de los

peces y por consecuencia impiden el intercambio gaseoso.

El selenio presente en la muestra de agua tiene un valor alto ya que la norma 1594 del
1984 establece un valor de 0,1 mg/L y el valor arrojado en los analisis fisicoquimicos se

encuentra en 2,69 mg/L superando el nivel permitido en un 99%.

4.4.2 Determinacion del porcentaje letal del vertimiento

Para la realizacion de las pruebas de toxicidad con el vertimiento el agua se ajusté a los
parametros de control establecidos en la tabla 5, para evitar que las pruebas arrojen

valores erroneos o que los alevinos mueran por factores externos.

Posteriormente se realizaron pruebas preliminares con el vertimiento, pero fueron
descartadas ya que en todos los rangos (20, 40, 60, 80 100%) se present6 la mortalidad

total de los organismos expuestos. (Ver tabla 21)
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Tabla 26: Resultados prueba preliminar 1 vertimiento

Porcentaje | Mortalidad de los Porcentaje
vertimiento organismos mortandad
20 % 5|5 1|5 5 100
40 % 5|5 |5 5 100
60 % 5 5 5 5 100
80% 5|5 1|5 5 100
100 % 5|5 1|5 5 100

Blanco 0 0 0 0 0

Fuente: las autoras. 2010

Se realizaron nuevas pruebas preliminares disminuyendo los porcentajes de

concentracion. (Ver tabla 22)

Tabla 27: Resultados prueba preliminar 2 vertimiento

Porcentaje Mortalidad de los = Porcentaje
vertimiento organismos mortandad
2% 55 5|5 100
3% 5 55| 5 100
4% 5 5 5|5 100
5% 5 55| 5 100
10 % 5 55| 5 100
Blanco 0O 0 O 0 0

Fuente: las autoras. 2010

Las pruebas fueron nuevamente descartadas ya que se observé una mortalidad del 100%
de los organismos expuestos al vertimiento.

Posteriormente se realizaron 5 pruebas para determinar la concentracion letal media (CLso.
96) del vertimiento, teniendo en cuenta que este debe tener el mismo control de parametros

(ver tabla5) para garantizar la confiabilidad de los resultados.

Tabla 28 Prueba vertimiento

Porcentaje Mortalidad de los = Porcentaje
vertimiento organismos mortandad
0.2 % O/ 0|10 5
0.4 % 3|2 |4 3 60
0.6 % 5|4 |2 |5 80
0.8 % 5|4 |5 |5 95
1.0 % 5|5 |5 |5 100
Blanco 0 0] O 0 0

Fuente: las autoras. 2010
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4.4.3 Andlisis Probit para las pruebas de toxicidad con el vertimiento industrial

Una vez obtenidos los resultados de las 5 pruebas definitivas se determind la
Concentracion Letal Media (CLsp.g6), l0s Limites de Confianza Inferior (LCI) y Limites de
Confianza Superior (LCS) a través del método de analisis estadistico Probit (Ver anexo H),

ver la tabla que se presenta a continuacion:

Tabla 29: Carta de control pruebas definitivas con vertimiento

Numero CLso.96 Limite Limite
pruebas mg/L Inferior Superior
1 0,37 0,31 0,43
2 0,42 0,35 0,50
3 0,35 0,28 0,42
4 0,4 0,34 0,46
5 0,38 0,32 0,44

Fuente: las autoras. 2010

Como resultado promedio de la concentracion letal media (ClLsp.96) de las pruebas de

toxicidad sobre alevinos de Trucha Arco Iris con el vertimiento industrial se obtuvo:

Tabla 30: Resultados pruebas con selenio

Limite superior | 0,45 mg/L

CLsp.96 0,38 mg/L

Limite inferior 0,32 mg/L
Fuente: las autoras. 2010

4.4.4 Analisis ANOVA para las pruebas de toxicidad con el vertimiento industrial
Debido a que Fc> Ft se rechaza la Hipotesis nula (Ho) y se opta por la hipétesis alterna

(H,) donde a diferentes concentraciones producen efectos diferentes en los organismos de

prueba, como se presenta en la siguiente tabla.
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Tabla 31: Resultados analisis Anova para el vertimiento

F F

PRUEBA | cal cuLADO | TEORICO

52,52
24,84
73,16 2,77
12,49
37,07
Fuente: las autoras. 2010

a | W |IN|F

A continuacion en la grafica 4 se presenta la distribucion de los cinco (5) resultados
obtenidos durante el tiempo de las pruebas, adicionalmente el promedio de la (CLso.g6) del

Vertimiento y sus respectivos limites.
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Gréafica 4: Concentracion Letal Media del vertimiento
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En la grafica 4 podemos observar el comportamiento de cada una de las pruebas
definitivas realizadas con el vertimiento, notando que el punto mas cercano al limite
superior es la prueba namero 2 con un valor de 0,42 mg/L y el punto mas cercano al limite
inferior es el de la prueba nimero 3 con un valor de 0,35 mg/L; sin embargo cabe resaltar
gue ningun valor obtenido en las pruebas supera los limites de confianza, lo que nos indica

la veracidad de los mismos.

5. OBTENCION DE LA CARGA TOXICA E INDICE TOXICOLOGICO

La carga e indice toxicologico se determiné con el fin de evaluar y clasificar el vertimiento

gue contiene Selenio y Boro.

Para el calculo del indice toxicoldgico se contd con la informacion del nivel tréfico afectado
(Oncorhynchus mykiss), caudal del vertimiento industrial, concentracion letal media del
vertimiento y carga toxica del efluente. Una vez conocida la toxicidad de los efluentes, es
posible la estimacién de su carga téxica; por lo tanto, se puede estimar la contribucion de

cada una de las muestras del efluente con respecto a su cuerpo receptor.*®

Esta evaluacion es una herramienta Util para establecer prioridades para el control y
tratamiento de los efluentes y por tanto la adopcién de estrategias y decisiones sobre las

acciones de control en el vertimiento.

Para el célculo de la carga toxicologica se utiliza la siguiente ecuacion:

. 100 _
Carga téxica (UT) = —*Q
CLso-96

De la ecuacion se tiene que:
& La carga toxica se expresa en Unidades Toxicas (UT).
& CLsp.96 = Concentracion Letal Media del efluente que produjo la muerte del 50% de

los organismos expuestos en un periodo de 96 horas.

18ESCOBAR, MALAVER; Pedro Miguel. Implementacién de un sistema de alerta de riesgo toxicolégico utilizando DaphniaPulex para la
evaluacion de muestras ambientales.
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% Q = Caudal promedio del efluente. (m*/dia).

Con el calculo y transformacion logaritmica en base 10 de la carga toxica se obtiene el
indice toxicoldgico de la siguiente manera:
IT =Log (1+UT)

5.1 Obtencién carga toxicolédgica del vertimiento

Para poder determinar la carga toxicoldgica del vertimiento se tuvo en cuenta el caudal

promedio de la industria 168,48(m*/dia)

o 100 _
Carga téxica (UT) = —*Q
CLsp-96

0
3 .
0,38* 168,48m°/dia

Carga téxica (UT) =
Carga toxica (UT) = 640,22

5.2  Obtencion del indice toxicolégico del vertimiento
IT =Log (1+UT)

IT = Log (1 + 640,22)
IT = 2,80

Con los valores obtenidos anteriormente se clasifico el vertimiento con carga toxica
reducida ya que el valor obtenido se encuentra dentro del rango de (2 — 2.99), basandose
en la escala establecida en la tesis “Implementacion de un sistema de alerta de riesgo
toxicolégico utilizando Daphniapulex para la evaluacién de muestras ambientales”. (Ver
tabla 31).

Tabla 32: Rangos Indice Toxicologico

Despreciable 1-1,99
Reducida 2-2,99
Moderada 3-3,99
Considerable 4-4,99
Elevada >5

Fuente: Escobar Malaver Pedro Miguel.
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6. CONCLUSIONES

& El resultado de la (CLso.95) promedio obtenido para las pruebas de sensibilidad con
dicromato de potasio es de 53,4 mg/L, manejando un limite superior e inferior de
66,18 y 42,92 mg/L. estos valores concuerdan con los obtenidos en investigaciones
anteriores con esta sustancia de referencia y utilizando alevinos de trucha arco iris.

Ademas de garantizar la sensibilidad de estos, frente agentes contaminantes.

& La concentracién letal media de selenio para los alevinos de trucha arco iris con un
periodo de exposicion de 96 horas es de 4,49 mg/L, manejando unos limites de
confianza entre 4,6 y 4,39 mg/L.

& La concentracion letal del Boro en la cual se muere el cincuenta por ciento de los
alevinos de trucha arco iris en un tiempo de exposicién de 96 horas es 105,19 mg/L,
con un limite superior de 106,22 mg/L y un limite inferior de 102,16 mg/L.

« El porcentaje del vertimiento en el cual se muere el 50% de los organismo es de
0,38%, manejando unos limites de confianza en un rango de 0,32% y 0,45%, esto
se debe a que el vertimiento contiene ambos elementos y otros metales pesados

como niquel, hierro, cromo, entre otros que aumentan la toxicidad del mismo.

& Segun el analisis de varianza (ANOVA) tanto para las pruebas de sensibilidad como
para las pruebas definitivas de Selenio y Boro, se rechaza la hipétesis nula y se
acepta la hipotesis alterna, ya que a diferentes concentracion de la sustancia, se
producen efectos diferentes a los alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus

mykiss),
& El vertimiento tiene una carga téxica de 640,22 y un indice de toxicidad de 2,80 por

lo tanto se clasifica en toxicidad reducida. Segun lo establecido en las

investigaciones realizadas por el quimico Pedro Miguel Malaver.
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7. RECOMENDACIONES

&% Seguir los protocolos establecidos y cumplir con los requisitos exigidos en el
laboratorio, para obtener resultados fiables que sirvan de base para préximas

investigaciones.

& Determinar la concentracion letal media para las sustancias de interés sanitario,

faltantes con alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss).

& Llevar control de los parametros requeridos (pH, dureza y oxigeno disuelto) para la
aclimatacion de los alevinos y el agua de dilucion.

« Determinar la concentracién letal media de Selenio y Boro con otros organismos,

con el fin de comparar resultados.
& Desarrollar las pruebas con cada contaminante por separado Yy limpiar

cuidadosamente los materiales para cada prueba, con el fin de evitar la alteracion

de los resultados.
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ANEXO A: CARTAS DE CONTROL PARA LAS PRUEBAS DE
SENSIBILIDAD CON DICROMATO DE POTASIO (K,Cr,0,)
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UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N°1 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 12/07/10 Finalizacion: 16f07/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B [ D A B C D A B C D
20 0 ] 0 a 0 0 ] 0 ] 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 ] 0 a 0 0 ] 0 ] 0 0 0
o 0 0 0 0 o 0 0 0 0 o 0
100 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 ] 0 a 0 0 ] 0 ] 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N° Muertos | N"Total [ % Mortalidad
20 0 ] 0 a 0 0 ] 0 1 0 1 0 2 20 10
40 0 0 0 a 0 1 0 0 0 3 0 1 4 20 20
60 0 1 0 a 0 1 ] 0 2 1 3 4 10 20 50
80 1 0 1 a 0 0 1 0 2 3 2 5 12 20 60
100 0 1 0 1 0 1 ] 1 4 3 4 3 14 20 70
Control 0 ] 0 a 0 0 ] 0 ] 0 0 0 ] 20 0
Limite superior: 86,78 Clso-s6:Ph: 65,36 Limite inferior: 52,14

RESPOMNSAELE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA
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UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N"2 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 12/07/10 Finalizacion: 16/07/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ]
a0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ]
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N* de organismos por pecera | N" de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N°Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 2 20 10
40 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 1 4 20 20
60 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 3 2 8 20 40
80 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 3 4 11 20 55
100 0 0 0 0 0 0 0 0 4 ] ] 1 13 20 73
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 0 20 0
Limite superior: 91,75 Clspos:Pb: 63,43 Limite inferior: 54,93

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA
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Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N°3 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 12/07/10 Finalizacion: 16/07/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N" de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B [ D A B C D A B [ D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 ] ] 0 0 0 0 ] ] 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 ] ] 0 0 0 0 ] ] 0 0 0
Contral 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N° de organismaos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D N° Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 ] ] 0 0 0 0 ] 1 0 3 0 4 20 20
40 2 0 1 0 2 0 1 0 2 3 1 1 7 20 35
60 3 0 0 0 3 0 0 0 5 0 2 1 8 20 40
80 0 1 0 0 0 1 0 0 3 1 1 3 12 20 60
100 3 0 0 2 3 0 0 2 5 0 5 5 15 20 75
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 88,00 Clso-ge:Ph: 59,75 Limite inferior: 43,59

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA
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UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N°3 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 19/07/19 Finalizacion: 23/07/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N® de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
pprm A B C D A B C D A B [ D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D N” Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 1 1 4 20 20
40 0 0 0 0 1 0 1 0 2 2 1 3 8 20 40
60 0 0 0 0 0 0 0 0 4 2 4 2 12 20 60
&0 0 a 0 0 0 a 1 0 4 2 3 3 14 20 70
100 0 0 0 0 1 0 0 0 3 4 4 5 16 20 80
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 61,39 Clsogs:Ph: 47,34 Limite inferior: 34,29

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N"5 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 19/07/19 Finalizacion: 23/07/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismaos por pecera | N* de organismos por pecera | N" de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ]
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ]
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D N® Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 0 20 0
40 0 1 0 1 0 2 0 1 0 1 4 3 8 20 40
60 1 1 0 0 1 1 0 2 2 3 2 5 12 20 60
&80 1 1 2 1 1 1 2 1 4 3 3 3 13 20 73
100 1 0 0 2 1 4 0 3 5 4 5 5 19 20 95
Contraol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 58,88 Clso-96:Pb: 50,90 Limite inferior: 43,30

RESPOMNSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N6 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 19/07/19 Finalizacion: 23/07/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
100 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a a
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D N® Muertos | N"Total | % Mortalidad
20 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 20 0
a0 0 1 0 a0 0 1 0 2 0 1 4 7 20 35
60 0 0 0 0 0 0 0 0 4 2 3 3 12 20 60
0 1 0 0 0 1 0 0 5 3 5 4 17 20 85
100 0 0 0 0 0 0 0 0 5 3 5 5 18 20 50
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 a ] 0 20 ]
Limite superior: 59,17 Clsp-oe:Ph: 51,42 Limite inferior: 43,86

RESPOMNSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N"7 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 26/07/10 Finalizacion: 30/07/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
20 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N°Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 20 ]
40 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0 4 20 20
60 0 0 0 0 0 2 0 0 1 2 2 5 10 20 50
80 0 ] 0 0 0 0 3 0 4 3 4 3 18 20 90
100 0 0 0 0 2 0 4 0 2 ] 3 ] 20 20 100
Control 0 ] 0 0 0 0 0 0 a 0 0 0 a 20 0
Limite superior: 59,47 Clsp-96:Pb: 52,50 Limite inferior: 45,32

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N°8 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 26/07/10 Finalizacion: 30/07/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control ] a0 a a0 a 0 a 0 0 0 a0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 3 6 20 30
60 0 0 0 0 0 0 1 0 4 3 3 1 11 20 55
80 0 0 0 0 1 0 1 2 4 4 3 4 17 20 85
100 0 0 0 0 0 2 1 0 3 3 3 3 20 20 100
Control 0 a0 a a0 a 0 a 0 0 0 a0 0 0 20 0
Limite superior: 58,94 Clso-96:Pb: 52,34 Limite inferior: 45,51

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N9 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 26/07/10 Finalizacion: 30/07/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control ] 0 0 0 ] 0 0 0 ] 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N°Muertos | N"Total | % Mortalidad
20 a 0 a0 a0 1 0 0 a0 1 3 4 a0 8 20 40
40 ] 0 0 0 ] 1 0 0 ] 1 2 4 7 20 35
a0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 1 5 1 11 20 35
80 0 0 0 0 1 0 0 0 3 4 1 4 12 20 60
100 0 0 0 0 0 0 0 2 4 5 3 4 16 20 80
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 69,72 Clso-96:Pb: 43,86 Limite inferior: 18,49

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar, TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL ¥ SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N°10 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 02/08/10 Finalizacion: 06/08/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 ] 0 ] 0 ] 0 ] 0 ] 0 0 0
80 ] 0 ] 0 ] 0 ] 0 ] 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control ] 0 ] 0 ] 0 ] 0 ] 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N"Total | % Mortalidad
20 ] 0 ] 0 ] 0 ] 0 ] 0 1 0 1 20 5
40 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 1 1 ] 20 30
60 0 0 0 0 0 0 0 0 4 3 0 4 11 20 23
80 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4 4 5 16 20 80
100 ] 0 ] 0 ] 0 ] 0 5 3 4 3 19 20 95
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 59,97 Clsp-oe:Pb: 51,57 Limite inferior: 43,16

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N"11 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 02/08/10 Finalizacion: 06/08/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N® de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control a 0 a0 0 a 0 a0 0 ] 0 a0 a
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
40 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0 3 6 20 30
60 0 0 0 0 0 1 0 0 4 4 2 2 12 20 60
80 0 1 0 1 0 1 0 2 3 4 3 4 16 20 80
100 0 0 1 0 2 1 2 1 3 3 3 3 20 20 100
Control a 0 a0 0 a 0 a0 0 0 0 a0 a 0 20 a0
Limite superior: 58,88 Clsp-96:Pb: 52,07 Limite inferior: 45,19

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N"12 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 02/08/10 Finalizacion: 06/08/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N® de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control a 0 a0 0 a 0 a0 0 ] 0 a0 a
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 3 20 15
40 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0 3 6 20 30
60 0 0 1 0 1 1 1 1 2 2 2 2 8 20 40
80 0 1 0 1 1 1 0 2 2 4 3 4 13 20 65
100 1 0 1 0 2 1 2 1 3 3 4 3 19 20 95
Control a 0 a0 0 a 0 a0 0 0 0 a0 a 0 20 a0
Limite superior: 67,10 Clsp-g6:Pbh: 54,44 Limite inferior: 43,68

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N°13 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 09/08/10 Finalizacion: 13/08/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera

ppm A B C D A B C D A B C D

20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Control 0 0 ] 0 ] 0 ] 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 ] a0 a a0 a 0 a 0 0 0 a0 0 0 20 0
40 0 0 ] 0 ] 0 ] 0 1 2 2 0 ] 20 25
60 0 0 0 0 0 1 0 0 2 3 3 3 11 20 35
80 0 0 0 0 1 2 1 2 5 4 3 5 17 20 85
100 0 1 0 1 2 2 2 2 5 5 5 5 20 20 100
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 60,15 Clso-9s:Pb: 53,70 Limite inferior: 46,88

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL ¥ SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N°14 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 09/08/10 Finalizacion: 13/08/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N® de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N* de organismos por pecera
ppm A B [ D A B [ D A B [ D
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N® de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N" de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 20 0
40 0 0 0 0 1 1 1 1 1 2 4 1 8 20 40
60 0 0 0 0 1 1 1 1 2 3 3 4 12 20 60
80 0 0 0 0 1 1 1 1 3 4 3 3 15 20 75
100 1 1 1 1 1 1 1 1 4 ] ] ] 19 20 95
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 58,88 Clso-s6:Pb: 50,90 Limite inferior: 43,30

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL ¥ SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sensibilidad N"15 Sustancia de prueba: Dicromato de potasio Inicio: 09/08/10 Finalizacion: 13/08/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera

ppm A B C D A B C D A B C D

20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

60 0 0 0 0 0 0 ] 0 0 0 0 0

80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
438 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
40 0 0 a 0 0 0 ] 0 4 0 4 1 9 20 45
60 0 0 1 0 0 1 1 0 3 4 4 2 13 20 65
80 0 1 0 1 1 2 1 2 3 5 3 5 16 20 80
100 1 0 1 0 2 3 2 2 ] ] ] 3 20 20 100
Control a0 0 0 0 a0 0 a a0 0 0 0 a0 a 20 0
Limite superior: 53,66 Clsogs:Ph: 46,66 Limite inferior: 39,85

RESPOMNSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



S

Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de *
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A

ANEXO B: OBTENCION DE LA CLsg.9s CON
DICROMATO DE POTASIO (K,Cr,07) POR EL
METODO PROBIT.
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de e
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A

Sensibilidad N™ Sensibilidad N°2

CONCENTPRZIONE  LOG(CONC) N.TRATIATI H.MORII s
osservati  mttesi CONCENTRAZIONE LOG(CONC)  N.TRATTATII N.MORTI
osservati attesi
20.00 1.3010 0. Z. 1.54 - - -
40.00 1.602 20. .. 5.55 £0.00 1.3010 20 ‘ .33
ety ” - 40.00 1.6021 Z0. 4. 5.12
€0.00 1.7782 20. 10. 9.20 - - -
- - &€0.00 1.7782 20. B. B8.72
g0.00 1.3021 0. 12. 11.94 - e
100.00 2 0000 20 14 13,33 ED.00 1.%031 20. 11 11.51
. . ; o ’ 100.00 2.0000 20. 15 13.57
Contzrollo 20. 0. 0.00 Controlle 20. 0. 0.00
PARAMMEIRL SIATISTICL DELLA REGRESSIONE  Y=afhil : PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= procbits ponderati; X= logicone) ponderati (Y= prebits ponderati; ¥= log(conc) ponderati)
Intercetta (a) = -0.0732 Intarcetza (a) = —-0.2294
Pendenza (b) = 2.734€ es = 0.€403 Pendenza (b) = Z.8454 es = 0_E548
Hedia delle X = 1.7ee0 Media delle X = 1.7727
Media delle Y = 4.8&20 Media delle Y = 4.821¢
CHI quadro = 0.EBO7 CHI guadzre = 1.3174
ALTRI PARAMETRI STATISTICI : ALTRI BARAMETRI STATISTICI :
Numero di punti = E] Rumereo di punti = 5
Gradi di libert. = 3 Gradi di libert.. = 3
Morzalit. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Humero di edeli = 1 Humero di cicli = 1
=== e s —-_ &+t t & -t &t -ttt & ittt e e
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (35%) END POINT CORCENTRAZIQKE LIMITI FIDOCIALI (95%)
inferiore superiore inferiore superiore
Lc1 3.6145 2.14€8 17.3150 1c1 10.443%3 Z.4438 18. 444k
LCS0 €5.3671 52.1488 86.7806 Lcso EB.437% £4.8310 s1.788%
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Sensibilidad N°3

A

‘

Sensibilidad N°4

CONCENTRARZICONHE LOG(CONC) H.TRATIATI N.MORTI
oSservati attesi

20.00 1.3010 20. 4. 3.34
40.00 1.8021 20. 7. 7.23
€0.00 1.7782 20. B. 10.02
80.00 1.5031 0. 1z. 12.03
100.00 2.0000 20. 1s. 13.50
Controlle 20. 0. 0.00

O S S S S S T S N N N . "
PARRMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE TY=a+bX :

(¥= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)

Intercetta (a) = 1.36€%0
Pendenza (b) = 2.0441 es = Q_EEE8
Media delle X = 1.7353
Media delle Y = 4.59241
CHI quadro = 1.5008
ALTRI PARRMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDOCIALI (55%)
infericre superiore
LC1 4_3481 0.2062 10.5421
LCE0 £58.7887 43.5913 BE.0008

CONCENTRAZIONE LOG(CONC) N.TRATTATI H_MORTI
psservati accesi
20.00 1.3010 20. 4. 3.€%
40.00 1.e0z21 20. 8. g.€l
€0.00 1.7782 20. 12. 11.5%
B0.00 1.9031 20. 14. 14.1¢
100.00 Z_0000 20. 1€. 15. €8
Controlle 20. 0. 0.00
PARRMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bi :
(Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)
Intercetta (a) = 0.5708
Pendenza (b} = 2.4051 es = 0.5724
Media delle X = 1.7240
Media delle Y = 5.1172
CHI gquadre = 0.1803
RLTRI PARAMETRI STATISTICI
Numere di punti = ]
Gradi di liberc. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numere di cieli = 1

END POINT CONCENTRAZICONE LIMITI FIDOCIALI (55%)
inferiore superiore
Lcl §.1052 0.€420 11.0843
LCSO 47.3408 34.2%€7 €l.3524
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Sensibilidad N°5

Sensibilidad N6

CONCENTRAZIONE LOG(CONC)
Z0.00 1.3010
40.00 l.e0zl
€0.00 1.7782
80.00 1.9031

100.00 2.0000
Controlle

N.TRATIATI

N.MORTI
osservati

e
W kW o

(=]

attesi

[ =T S
B ORY R O R

el
T

[=]
(=]
(=]

L&l
LCs0

END POINT

Intercetta
Pendenza
Media delle X
Media delle ¥
CHI quadrs

(a)
(bl

Humero di punti
Gradi di liberc..
Mortalit.. naturale

Numero di ecicli

15.84€7
E0.%500%

ALTRI PRRAMETRI STATISTICI :

CONCENTRAZ IONE

L = T L)

-2.8344
4.5503
1.
g
1

7408

L1881
.T380

.0Qo0

PARMMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :

(¥= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)

es = 0.711¢

es = 0.0001

LIMITI FIDUCIALI

inferiore supe
B.59624 21.
43.3081 -

[9E%)
riore
TEL1S
BE53

CONCENTRAZICHE LOG(CONC)

Z0.00
40.00
€0.00
B0D.00
100 .00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+b¥ :

R.TRRTIATI N.MORTI
osservati attesi
1.3010 20. 0. 0.78
1.€021 20. 7. €.65
1.7782 20. 12. 12.75
1.5031 20. 17. 16.34
2.0000 0. 18. 18.18
Controlle 20. 0. 0.00

(Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)

Intercetta (o) = -3.3687
Pendenza (b) = 4.8850 es = 0.77:80
Medis delle X = 1.7484
Media delle Y = 5.1821
CHI quadro = 0.7028
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Humero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mertalit.. naturale = 0.0000 ez = 0.0001
Numsrs di cieli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (55%])
inferiore superiore
LC1 17.1514 5.8378 23.3354
LCs0 51.4205 43.B8e74 59.173%¢6
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Sensibilidad N°7

Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Sensibilidad N°8

CONCENTRAZICHE LOG(CONC) N.TRRTTATI H.MORTI CONCENTRAZICONE LOG(CONRC) N.TRATTIATI N.MORTI
osservati atcesi osservati attesi
Z0.00 1.3010 20. - 0.42 20.00 1.3010 20. Q. 0.33
40.00 l.e0zl Z0. 4. 5.4l 40.00 1.6021 20. [ 5.44
€0.00 1.7782 20. 10. 11.73 &0.00 1.7782 20. 11. 12.23
a0 .00 1.9031 20. 18 15.81 g0 .00 1.9031 Z0. 17. 1&.40
100 .00 2.0000 20. 20 17.54 100.00 2.0000 20. 20. 18.40
Controllo 20. 0. 0.00 Controlls 20. Q. 0.00
PARMMETRI STATISTICI DELLL REGRESSIONE Y=a+bX : PARAMETRI STATISTICI DELLA RECRESSIONE Y=a+bX -
(¥Y= probits porderati; X= log(conc) ponderxaci) (Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)
Intercetta (a) = -4.4587 Intercetta (a)l = -5.214¢€
Pendenza (b} = 5.5218 es = 0.8427 Pendenza (b] = 5.5427 es = 0.8%21
Media delle X = 1.7700 Media delle X = 1.7€e3
Media delle Y = £.2751 Media dells ¥ = £ _ZIEEE
CHI quadro = 4.3634 CHI quadre = 1.4722
ALTRI PARAMETRI STATISTICI : ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di puntci = -] Numero di punti = 5
Gradi di liberc. = 3 Gradi di libert. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Mortalit. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1 Humero di cicli = 1
0 S S SN S S S S S S N S N SN S S S N SN S S 5 N S . —— e — i — o —— i ——  — — = —— i —|
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIRLI (S5%) END POINT CONCENTRAZIOKE LIMITI FIDUCIALI (85%)
inferiore superiore inferiore superiore
LC1 15.5032 12.2412 26.1483 el 21.2518 13.6212 27.3828
LCSO 52 5067 45.3242 55.4713 LCs0 52 3423 45.5158 58.9431
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Sensibilidad N°9 Sensibilidad N°10

CONCENTRAZICHE LOG(CONC) N.TRATTATI N.MORTI CONCENTRRZIONE  LOG(CONC) N.TRATTATI N.MORTI
QEEE'L’iti i'tgsi oOSsServati attesi
20.00 1.3010 20. . .38 20.00 1.3010 20. 1. D.€6
40.00 1.6021 20. 7. 8. ze 40.00 1.6021 20. €. €.21
£0.00 1.7782 20. 11. 11.4% €0.00 1.7782 20. 11. 12.2%
80.00 1.3031 20. 12. 17,81 §0.00 1.5031 20. 16. 16.04
100.00 2.0000 20. 1€. 13.73 100.00 2.0000 20. 19, 18.00
Controllo 20. 0. 0.00 Controlle 20. o. 0.00
o o O S S S N SN NN NN S NN N N S e === EEEEsEEEEEEEEE EEE S e e
PARRMETRI STARTISTICI DELLR REGRESSIONE Y=a+bX : PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :

(Y= probits ponderati; ¥= loglconc) ponderati) (Y= probits ponderati; X= log(econc) ponderati)

Intercetta (&) = 7.E881 Intercetta (a) = =2 .TEED
Pendenza (b) = 1.407% es = Q.5270 ?e_ndenza (b} = 4.5?51. es = 0.785&¢
Media delle X = 1.7166 Mediz delle * = 17870
Media delle Y = £.1043 Mediz delle ¥ = §.202
CHI quadro = 3.2511 CHI quadre = 1.0892
ALTRI PARAMETRI STATISTICI : ARLTRI PRRRMETRI STATISTICI :
: i = Humeroc di punti = ]
Rumero d. ki = 5
*;r:z :i iiﬁ;;_ = 3 Gradi di libert. = ]
Mortalit. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Morcalit.. naturale = 0.0000 ezs = 0.0001
Numere di ecieli = 1 Numerc di cieli = 1
END DOINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCTALT (95%) END POINT CONCENTIRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (55%)
inferiore superiore inferiore superioze
Lol 0.97€8 0.0000 s aps1 el 15.8294 7.9396 22 .5002
LCSO 43 _BE4S 18_4958 69 _7272 LCs0 51.5721 43.163% 55.5748
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Sensibilidad N°11 Sensibilidad N°12

CONCENTRAZIONE  LOG(CONC]  N.TRATTATI N.MORTI CONCENTRAZIONE ~ LOG(CONC)  N.IRATIATL N MORTZ
osservati attesi osservaci atresl
20.00 1.3010 20 ) 0.53 i0.00 1.3010 0. 5. 1.5
) e . ) o 40.00 1.6021 20. 5. £.75
40.00 1.6021 20. £. 5.87 1 z
a0 oo L mes o - 15 1e €0.00 1.7782 20. g. 10.71
80.00 1.9031 z0. 1€. 16.02 s o 0. e 1387
100.00 Z.0000 z0. z0. 18.04 100.00 2.0000 20. 13. 15.34
Controlle z0. 0. 0.00 Contzollo 0. o 0.00
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX : PARRMETRI STATISTICI DELLAR REGRESSIONE Y=afbi :
(Y= probits ponderati; X= logl(conc) ponderati) (Y= probics ponderaci; X= log(conc) ponderati)
Intercetta (a) = —4.5862 In;.zzzti i;'l - 'ggfif 0. E234
o P = - 2n nza b} = - es = -0
Hefli:dfl:iietb;t - f:g;g ey = 0.6172 Media delle X = 1.7494
Media delle ¥ = 5.2545 Hediz delle ¥ = s.0419
CHI quadro = 1.1673 CHI quadro = s.7€sz
ALTRI PARAMETRI STATISTICI ALIRI PARAMEIRI STATISTICI :
Numero di punti = 5 Wumero 4i puned = 5
Gradi di libert. = 3 Gradi di ilberc.. = a
Morzalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001 ““";‘1“"- ;-f‘“?‘i? = T”n”:' es = 0.0001
Numero di cicli = 1 umero ci eicii =
= O T N T kg : s :
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (35%) END ROINI CONCENTRAZIONE | LDMITI FIDUCIALI (35%
inferiore superiore infericre superiore
Lol 19.9554 12.7007 25.9079 iEo _Q-Iizg gégff éfiggf
£s50 52.0764 45.1948 588872 o5 =4 43.8822 -103l
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Sensibilidad N°®13 -
Sensibilidad MN°14
CONCENTRAZIONE  LOG(CONC) H.TRATTATI N.MORTT R o _
csservans  aseest CONCENTRAZIONE  LOG(CORC) N.TRATIATI N.MORTT _
osservati attesi
0.0 13010 z0. o 0.18 20.00 1.3010 z0. 0. 1.22
40.00 1.6021 z0. 5. 4.58 : z 122
enel : 4000 1.6021 20. g, 725
0. 00 1.7782 z0. 11. 11.94 so21 z 0 728
80.00 1.5031 z0. 17. 1€.56 €o.oo e s 1z. i
a0 o - onnn e 2 s es £80.00 1.5031 zo. 15. 16.02
: : : : : 100.00 Z.0000 zo. 1s. 17.81
Controll z0. 0. 0.00
FenTrelie ‘ Controllo 20. 0. 0.00

s TRI STATISTICI DELLR REGRESSIONE Y=aibi PARMMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :

(¥= prebits ponderati; X= log(cone cnderati)
B B ' g ) B (Y= probits ponderati; X= loglconc) ponderati)

Intercetta (a) = -&.03954 Intercetta (a} = 2 g344
Penden b) = £.4133 = 10027 o e
prans coenza 8] 7 D amma “ Pendenza (b) = 4.5303 es = 0.7116
. - C an Media dells X = 1.7405
HMedia dellse Y = 5.302% _ e
CHI guadrs = 1.126% HMedia dellse ¥ = 5.1551
) CEI gquadro = 1.7380
ALTRT PARAMETRI STATISTICI
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Humero di punti = 5 ) -
Gradi di libert.. = 3 G“""f‘:‘g.d;ﬁ":i - 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001 . “1' ToorosER- o 0000 - o 0001
Humers di cicli = 1 lortalic. ﬂi..tux.l-i. = - ! &8 = -
Humero di cicli = 1
NN NN b 8 8 4 8 & 8 1434 J 34+ 88 d 4434 3433 388 444 34} §
& 84 3 343 s dd J$ 48 i34 J3F #3434 L3 F & 44 F 5 44 $ 43 44 J 438 44 JFF 444 1
END POINT CONCENTRAZ IONE LIMITI FIDUCIALI (55%) . o I g
inferiore stparinre END POINT CONCENTRAZIONE  LIMITI FIDUCIALI (95%)
inferiore SUpEeIlore
LCl 23.2982 15.02€3 29.7037
Lezo 23 moes e sece o 1527 o] 15.84€7 8.9624 21,7519
= : . o LC50 50.9009 43.3051 58.8893
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Sensibilidad N°15

S

CONCENTRAZIONE LOG(CONC)
20.00 1.3010
40.00 1.6021
€0.00 1.7782
80.00 1.%031

100.00 2.0000
Controllo

(Y= probits ponderati; X=

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE

N.TRATTATI

osservati

log(conc) ponderati)

0.
9.
13.
1€.
20.

0.

=a+bX :

N.MORTI
attesi

2.53
8.77
13.28
15.98
17.50

0.00

Intercetta (a) = -2.6311
Pendenza (b) = 4.58724 es = 0.€2%58
Media delle X = 1.7182
Media delle Y = §.2252
CHI quadro = 1.5841
ALTRI PARAMETRI STATISTICI :
Numero di punti = S
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = b §
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (55%)
inferiore superiore
LCl 14.4¢€04 8.7508 15.5248
LCSO 4€.€€07 35.8538 53.€¢€49

124

YULIE ANDREA RIVERA HOYOS — DIANA ALEXANDRA MOLINA TRUJILLO



S

Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de *
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A

ANEXO C: OBTENCION DE LA CL50-96 CON
DICROMATO DE POTASIO (K,Cr,07)

125 | YULIE ANDREA RIVERA HOYOS — DIANA ALEXANDRA MOLINA TRUJILLO



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

SENSIBILIDAD N°1
. NUMERO DE REFLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 1 0 1 0 2 0.5
40 ] 3 0 1 4 1
60 2 1 3 4 10 2.5
a0 2 3 2 5 12 3
100 4 3 4 3 14 3.5
Blanco ] 0 0 0 0 0
TOTAL 42 10,5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 415 3 8.3
Dentro de Grupos 19 18 1.06 7,56 277
Total 60.5 23
SENSIBILIDAD N°2
, NUMERO DE REFLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 1 0 1 0 2 0.5
40 1 2 0 1 4 1
60 1 2 3 2 8 2
a0 2 2 3 4 11 275
100 4 5 5 1 15 3,75
Blanco ] 0 0 0 0 0
TOTAL 40 10
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Ias Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados Calculado Teorico
Entre grupos 40,83 5 817
Dentro de Grupos 18,50 18 1.03 7.95 2,77
ITotal 59,33 23




SENSIBILIDAD N®3

Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

NUMERO DE REPLICAS

CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL PROMEDIO
20 1 0 3 ] 4 1
40 2 3 1 1 7 1
60 5 0 2 1 8 2
a0 5 1 1 5 12 3
100 5 0 5 5 15 3,75
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 46 10,75
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Ias Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados Calculado Tedrico
Entre grupos 36,33 ] T.27
Dentro de Grupos 57,50 18 3,19 2,27 277
Total 03,83 23
SENSIBILIDAD N°4
. NUMEROQC DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 0 2 1 1 4 1
40 2 2 1 3 8 1
60 4 2 4 2 12 3
a0 4 2 5 3 14 3.5
100 3 4 4 5 16 4
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 54 12.5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados Calculado Tedrico
Entre grupos 47.5 5 9.5
Dentro de Grupos 15 18 0,83 11.4 277
ITotal 62.5 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

SENSIBILIDAD N°5
. NUMERC DE REPLICAS
CONCENTRACICN R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 0 1] 0 0 0 0
40 0 1 4 3 8 1
60 2 3 2 5 12 3
&0 4 3 5 3 15 3.75
100 5 4 5 5 19 475
Blanco 0 1] 0 0 0 0
TOTAL 54 12,5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de | Gradosde |Promediode F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 77 5 15.4
Dentro de Grupos 19.5 18 1,08 14,22 277
Total 96,5 23
SENSIBILIDAD N°6
: NUMERC DE REFLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 1 1 0 0 2 0.5
40 2 0] 1 4 7 1
G0 4 2 3 3 12 3
&0 5 3 5 4 17 4,25
100 3 3 5 5 18 4.5
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 56 13,25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 71,83 5 14,37
Dentro de Grupos 17.50 18 0.97 14,78 277
Total 89,33 23




SENSIBILIDAD N°7

Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

NUMERO DE REPLICAS

CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 0 1 0 0 1 0.25
40 2 0 2 0 4 1
60 1 2 2 5 10 2.5
80 4 5 4 5 18 4.5
100 5 5 5 5 20 5
Blanco ] 0 0 0 0 0
TOTAL 53 13,25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de | Gradosde |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 93,21 5 18,64
Dentro de Grupos 14,75 18 0.8z 22.75 277
Total 107 96 23
SENSIBILIDAD N°8
- NUMERQC DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 0] 0 0 0 0
40 2 0 1 3 1
60 4 3 3 1 11 2,75
80 4 4 5 4 17 4,25
100 5 5 5 5 20 5
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 54 13
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Teaorico
Entre grupos 80 5 18
Dentro de Grupos 10,50 18 0.58 30,86 2,77
Total 100,5 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

SENSIBILIDAD N°8
. NUMEROC DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 1 3 4 0 8 2
40 0 1 2 4 7 1
60 4 1 5 1 11 2,75
80 3 4 1 4 12 3
100 4 5 3 4 16 4
Blanco ] 0 0 0 0 0
TOTAL 54 12,75
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de | Gradosde |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 37 5 7.4
Dentro de Grupos 30,5 18 2,19 3,37 2,77
Total 76,5 23
SENSIBILIDAD N°10
- NUMERQC DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 0] 0 1 0 1 0,25
40 2 2 1 1 6 1
60 4 3 0 4 11 2,75
80 3 4 4 5 16 4
100 ] 5 4 5 19 4,75
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 53 12,75
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Teaorico
Entre grupos 76,71 5 15,34
Dentro de Grupos 15,25 18 0.85 18,11 2,77
Total 91,96 23




=
Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de o
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A

SENSIBILIDAD N°11
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL PROMEDIO
20 0 ) 0 0 0 0
40 0 3 0 3 ] 1
60 4 4 2 2 12 3
80 5 4 3 a4 16 4
100 5 5 5 5 20 5
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 54 13

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tearico
Entre grupos &87.5 5 17.5
Dentro de Grupos 15 18 0,83 21 277
Total 102,5 23

SENSIBILIDAD N°12
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION - = = =2 TOTAL |PROMEDIO
104 1 0 1 1 3 0.75
20 0 3 0 3 6 1
40 2 2 2 2 8 2
60 2 4 3 4 13 3.25
80 5 5 4 5 19 4,75
100 0 0 0 0 0 0
TOTAL 49 11.75

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedorico
Entre grupos 59,71 5 11,94
Dentro de Grupos 13,25 18 0.74 16,22 2,77

Total 72,96 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

‘

SENSIBILIDAD N°13
. NUMEROC DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 0 0 0 0 0 0
40 1 2 2 0 5 1
60 2 3 3 3 11 2,75
80 5 4 3 5 17 4,25
100 5 5 5 5 20 5
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 53 13
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de | Gradosde |Promediode F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 91,71 5 18,34
Dentro de Grupos 6,25 18 0.35 52 82 277
Total 07,96 23
SENSIBILIDAD N°14
. NUMERO DE REFLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 0] 0 0 0 0 0
40 1 2 4 1 ] 1
60 2 3 3 4 12 3
80 3 4 3 5 15 3,75
100 4 5 5 5 19 475
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 54 12,5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedorico
Entre grupos 77 5 15.4
Dentro de Grupos 11.5 18 0.64 24,10 2,77
Total 88,5 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

SENSIBILIDAD N°15
. NUMERO DE REFLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
20 ] 0 0 0 0 0
40 4 0 4 1 9 1
60 3 4 4 2 13 3,29
80 3 5 3 5 16 4
100 5 5 5 5 20 5
Blanco 0 0 0 0 0] 0
TOTAL 58 13,25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 86,33 5 17,27
Dentro de Grupos 19,50 18 1.08 15,94 277
Total 105,83 23
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Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de *
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A

ANEXO D: CARTAS DE CONTROL PARA LAS
PRUEBAS DE TOXICIDAD CON BORO.
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS [ONCORHYNCHUS MYKISS)

BoroN"1 Sustancia de prueba: Boro Inicio: 30/08/10 Finalizacion: 03/09/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
104 0 ] 0 ] 0 0 ] 0 1 0 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
Control 0 a 0 a ] 0 a 0 a0 ] 2 a0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N°Muertos | N°Total | % Mortalidad
104 1 0 0 0 1 0 2 0 2 2 3 1 8 20 40
105 0 0 0 0 0 1 2 0 2 3 2 4 11 20 55
106 0 0 0 0 1 0 1 0 4 2 3 3 12 20 60
107 0 1 0 0 2 1 0 1 2 3 4 ] 14 20 70
108 1 a 1 a 2 1 2 1 2 4 4 3 15 20 75
Control 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0

Limite superior: 105,93 mg/L

Clso-g6:Pb: 104,82 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 99.94 mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

BoroN"2 Sustancia de prueba: Boro Inicio: 30/08/10 Finalizacion: 03/09/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N* de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
108 a 0 0 o a 0 a 0 a 0 1 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N* de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N®Muertos | N°Total | % Mortalidad
104 2 0 1 0 2 0 4 2 2 0 4 2 8 20 40
105 a 2 0 1 a 2 3 3 1 2 ] 3 11 20 35
106 1 2 0 3 3 2 1 3 3 2 2 3 12 20 60
107 2 1 1 1 2 1 3 1 2 3 5 4 14 20 70
108 3 2 1 3 5 2 3 3 3 2 5 4 16 20 80
Control 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 2 20 10

Limite superior: 106.54mg/L

Clsg-96:Pb: 105.34mg/fL

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 102.36mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Boro N3 Sustancia de prueba: Boro Inicio: 06/09/10 Finalizacion: 10/09/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 ] o 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Contraol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N° Muertos | N°Total | % Mortalidad
104 0 0 3 0 2 0 3 1 2 0 3 1 ] 20 30
105 0 2 0 1 0 4 0 3 2 4 0 3 9 20 45
106 4 0 3 0 4 1 5 a 5 3 5 0 13 20 ]
107 1 0 3 2 3 1 3 2 3 3 ] 2 13 20 63
108 3 0 2 1 ] 1 4 1 2 3 ] 3 16 20 80
Contral 0 1 a 0 a 1 2 a a 1 1 0 2 20 10

Limite superior: 106,81mg/L

Clso-ge:Pb: 105,80mg/L

RESPOMSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 104.24mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Boro N°4 Sustancia de prueba: Boro Inicio: 06/09/10 Finalizacion: 10/09/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B [ D
104 0 0 0 0 1] a a 0 a a 1] a
105 0 0 0 0 a a a 0 a a a a
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D N° Muertos | N"Total | % Mortalidad
104 1 1 1 1 1 3 4 1 1 3 4 1 9 20 45
105 0 0 0 2 2 3 3 2 2 3 3 2 10 20 20
106 2 1 2 1 4 1 5 3 4 1 5 3 13 20 65
107 3 1 0 3 3 4 1 5 3 4 3 5 15 20 75
108 2 3 4 2 3 5 5 2 4 5 5 2 16 20 80
Control 0 0 0 3 0 0 0 3 0 0 0 3 3 20 15

Limite superior: 106,65mg/L

CLso-96:Pb: 105.39mg/L

RESPOMNSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 102.20mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL ¥ SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS [ONCORHYNCHUS MYKISS)

Boro N°5 Sustancia de prueba: Boro Inicio: 13/09/10 Finalizacion: 17/09/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B [ D A B C D A B C D
104 ] 0 a0 0 a0 a0 ] a0 0 a0 a0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 ] 0 a0 0 a0 a0 ] a0 0 a0 a0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control ] 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0
438 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
104 ] 3 3 0 2 3 3 a0 2 3 3 0 8 20 40
105 0 2 0 3 1 2 0 5 1 2 0 5 8 20 40
106 0 5 2 1 2 5 2 3 2 5 2 3 12 20 60
107 1 1 2 3 3 1 2 4 3 1 4 4 12 20 60
108 2 2 2 2 4 4 3 3 4 4 3 3 14 20 70
Control ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 ]

Limite superior: 106.98 mg/L

Clso-ae:Pb: 105,48 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 101,22 mg/L
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Boro N°6

Sustancia de prueba: Boro

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Inicio: 13/09/10

x5

Finalizacion: 17/09/10

3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
105 0 0 0 a a a 0 0 0 a 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 a a a 0 0 0 a 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D N° Muertos | N"Total | % Mortalidad
104 1 0 0 2 1 0 4 2 1 0 4 2 7 20 35
105 0 2 2 0 0 2 2 0 0 4 5 3 12 20 60
106 1 0 2 3 3 L ] 3 3 3 ] 3 14 20 70
107 2 1 0 2 2 1 0 3 3 2 2 3 14 20 70
108 4 2 1 2 4 4 1 3 4 5 4 3 16 20 80
Control 0 1 2 0 0 1 2 0 1 1 0 0 2 20 10

Limite superior: 106,25 mg/L

Clsp9s:Pb: 105,15 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 102,33 mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Boro N7 Sustancia de prueba: Boro Inicio: 13/09/10 Finalizacion: 17/09/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 o ] o 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N° Muertos | N"Total | % Mortalidad
104 3 0 0 2 3 0 2 2 3 0 3 2 8 20 40
105 0 2 0 3 1 3 2 3 1 3 4 4 12 20 60
106 2 2 2 2 2 4 3 2 3 4 3 2 12 20 60
107 1 2 0 4 3 4 0 4 3 ] 2 4 16 20 80
108 3 ] 3 2 3 ] =] 3 3 ] 3 3 16 20 80
Control 1] 0 1] a 2 a 2 0 2 0 2 0 4 20 20

Limite superior: 106,81 mg/L

Clspge:Pb: 105,55 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 102,50 mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL ¥ SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS [ONCORHYNCHUS MYKISS)

BoroN°8 Sustancia de prueba: Boro Inicio: 20/09/10 Finalizacion: 24/09/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B [ D A B C D A B C D
104 ] 0 a0 0 a0 a0 ] a0 0 a0 a0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 ] 0 a0 0 a0 a0 ] a0 0 3 a0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0
Control ] 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0
438 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
104 ] 3 a0 2 a0 3 0 4 0 3 a0 4 9 20 45
105 1 0 3 4 3 0 4 5 3 0 4 4 11 20 55
106 3 1 1 3 4 1 1 4 4 1 3 4 12 20 60
107 2 3 2 2 4 3 2 4 3 3 2 5 15 20 75
108 3 3 2 3 3 5 2 5 5 5 2 5 17 20 85
Control ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 ]

Limite superior: 104,62 mg/L

Clso-ae:Pb: 104,62 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 101,80 mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA COM TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

BoroN"9 Sustancia de prueba: BORO Inicio: 20/09/10 Finalizacion: 24/09/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B [ D A B C D A B [ D
104 Q Q 0 0 0 0 ] ] 2 0 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
106 0 0 0 0 0 0 ] ] ] 1 0 0
107 Q Q 0 0 0 0 ] ] ] 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 1
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
104 2 a 1 0 2 0 1 2 4 0 3 2 9 20 45
105 3 1 1 2 3 1 1 2 3 2 3 3 13 20 63
106 a 1 2 0 2 3 4 ] 2 5 4 3 14 20 70
107 1 a 3 3 2 0 4 4 4 2 5 5 16 20 80
108 3 2 1 1 3 4 2 1 5 5 3 4 17 20 85
Control 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 20 ]

Limite superior: 105,36 mg/L

Clso-ge:Pb: 104,32 mg/fL

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 100,60 mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Boro N°10 Sustanciade prueba: Boro Inicio: 20/09/10 Finalizacion: 24/09/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N" de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
106 o ] o 0 0 0 0 0 2 ] o ]
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N" de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N°Muertos | N°Total | % Mortalidad
104 0 2 1 0 2 2 1 0 2 2 1 0 5 20 25
105 1 0 3 2 1 0 5 2 1 0 5 4 10 20 50
106 2 0 0 3 4 1 a 3 4 2 0 5 11 20 33
107 0 2 2 2 1 4 2 2 1 3 3 3 14 20 70
108 2 3 3 3 2 3 3 ] 2 4 =] 3 16 20 &80
Control 1 0 0 2 1 0 a 2 a 0 0 0 a 20 a

Limite superior: 106,26 mg/L

Clsoge:Pb: 105,51 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 104,45 mg/L
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Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de *
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A

ANEXO E: OBTENCION DE LA CLsp.96 CON BORO
POR EL METODO PROBIT.
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de *
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A

0
Boro N°1 Boro N°2
CONCENTRAZIONE LOG(CONC) N.TRATTATI N.MORTI CONCENTRAZIONE LOG(CONC) N.TRATTATI N.MORTI
osservati attesi OSservati attesi
104.00 2.0170 20. 8. £.50 104.00 Z.0170 20. 8. 8.32
105.00 2.0212 20. 11. 10.32 105.00 z2.0212 20. 11. 10.30
106.00 2.0253 20. 12. 12.11 10€.00 Z2.0283 20. 1z. 12.31
107.00 2.0294 20. 14. 13.78 107.00 2.0254 20. 14. 14.21
108.00 2.0334 20. 1s. 15.2€ 10g.00 2.0334 20. 1€. 15.86
Controlle 20. 0. 0.00 Controlle 20. 2: 2.00
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX : PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati) (Y= probits ponderavi; X= log(conc) ponderati)
Intercetta (a) = -106.6€436 Intercetta (a) = -133.4238
Pendenza (b) = 55.2567 B3 = sewwaa Pendenza (b) = €8.4375 G = Pevers
Mediz delle X = 2.0249 Media delle X = 2.0252
Media delle Y = 5.24¢66 Media delle Y = 5.1800
CEI quadre = 0.1758 CHI gquadro = 0.15€7
ALTRI PARAMETRI STATISTICI : ALTRI PARAMETRI STATISTICI :
Numero di punti = 5 Numero di punti = 8
Gradi di libert. = 3 Gradi di liberct. = 3
Morzalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Mortalit.. naturale = 0.0%838 es = 0.0€70
Numero di cicli = 1 Numero di cicli = 2
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (95%) END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (95%)
inferiore superiore inferiore superiore
1Lc1 85.1380 61.5543 99.8530 LCl1 97.4150 7€.816€9 101.1088
LCE0 104.8224 95.5442 105.9348 LCs0 105.345¢8 102.3€52 10€.5474




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

S

Boro N3
Boro N4
CONCENTRRZICHE LOG(CONRC) N.TIRATIATI N.MORTI CONCENTRAZICHE LOG(CONC) M.TRATTATI N.MORTI
osservati attesi gsservati gttesi
108 .00 Z.0334 20. 16. 1€.03 104.00 2.0170 20. 8. g.74
107 .00 Z.0254 20. 13. 13.53 108. 00 Z.0212 20. 10. 10.70
10€.00 2.0253 20. 13. 11.48 10€.00 2.0253 Z0. 13. 12.72
105.00 2.0212 20. 3. 8.94 107.00 Z.0254 0. 15. 14.61
104.00 2.0170 z0. €. €.62 108.00 2.0334 20. 16. 16.25
Controlls 20. 2. 1.5¢& Controlle 20. 3. 3.00
o — ) — T — T T T— i — i 2 — === ===== ==TE==T= S S S s S S S s S S S S S S S e e S e e
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX : PARAMETRI STATISTICI DELLAR REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= probits ponderati; X= log(econec) ponderati) {¥= probits ponderati; ¥= logiconc) ponderati)
Intercetta (a) = =170.5024 Intercetta (a) = =142 .14€4
Pendenza (b} = B&. 6890 gy = Sbkddd Fendenza (b) = 7Z.T428 Bg = Eeas
Mediz delle X = 2.0255 Mediz delle X = Z.0254
Media delle ¥ = 5.0%00 Media delle ¥ = 5_1855
CHI guadre = 0.7701 CHI quadro = 0.1881
ALTIRI FRRAMETRI STATISTICI : ALTRI PARAMETRI STAIISTICI
Humero di punti = g Humero di punti = 5
Gradi di liberz.. = 3 Gradi di libert_ = 3
Mortalit.. naturale = 0.0978 es = 0.0E6Z Mortalit. naturale = 0.1500 ez = 0.0787
Humero di eiecli = Z Humers di eciecli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (55%] END POINT CORCENTRAZICHE LIMITI FIDUCIALI (35%)
inferiore superiore inferiore superiore
LC1 99 _4654 89.4831 1062.095%9 101 97 .9155 77.6398 101.4773
LCS0 105.8052 104.2475 10€.8154 LCs0 105.3977 102.2005 106.€510




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

S

)
Boro N°5 Boro N
CONCENTRAZIONE  LOG(CONC) N.TRATTATI N.MORTI CONCENTRAZIONE LOG(CONC) N.TRATTATI N.MORTI
osservati attesi osservati attesi
104.00 2.0170 20. g. 7.87 104.00 2.0170 20. (= 2.53
105.00 2.0212 z0. 8. 8.20 105.00 z2.0212 20. 12. 10.64
10€.00 2.0253 20. 12. 10.85 106.00 2.0253 20. 14. 12.75
107.00 2.0254 20. 12. 12.45 107.00 2.0294 20. 14. 14.70
108.00 2.0334 20. 14. 13.93 108.00 2.0334 20. 16. 1€.3%
Controllo 20. 0. 0.00 Controllo 20. 2. 1.95
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX : PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= probits ponderati; X= log(conc) peonderati) (Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)
Intercetta (a) = -5€.8358 Intercetta (a) = -140.€413
Pendenza (b) = 50.3344 es = sééswe Pendenza (b) = 72.0333 @3 = eessss
Media delle X = 2.0251 Media delle X = 2.0251
Media delle Y = 5.098%8 Media delle Y = 5§.2351
CHI quadro = 0.€3397 CEI quadro = 1.3580
ALTRI PARAMETRI STATISTICI : ALTRI PARAMETRI STATISTICI :
Numero di punti = 5 Numero di punti = 8
Gradi di libert.. = 3 Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Mortalit.. naturale = 0.0577 es = 0.0€¢e4
Numero di cicli = 1 Numero di cicli = 2
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (55%) END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (55%)
inferiore superiore inferiore superiore
LC1 94.8352 4€.2207 $9.9135 LCl 97.€222 80.3082 101.114¢
1Cs0 105.4840 101.2221 106.9852 LCSO 105.1582 102.3310 106.2552




S

Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de *
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A

o
Boro N°7 Boro N°8
CONCENTRRZIONE LOG(CONC] N.IRRTIATI R.MORTI CONCENTRAZICHE LOG(CONC) H.TRATIATI H.MORTI
osservati attesi osservati gttesi
104.00 Z.0170 20. g. B.80 104 .00 2.0170 20. 5. 8.5%
105.00 2.0212 20. 12. 10.80 105.00 Z2.0212 20. 11. 10.8€&
106.00 £.0253 20. 1z. 12.51 10€.00 Z.0253 Z20. 12. 13.03
107.00 2.0254 Z20. 1e. 14.51 107.00 2.0254 20. 15. 14.57
108 .00 2.0334 Z0. 1g. 1e.e0 108.00 2.0334 20. 17. 1&.5¢&
Controlls 20. 4. 3.95 Controlle 20. 0. 0.00
e e e T T S T
PABAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX : PREAMETRI SIATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= probite ponderati; X= log(conec) ponderati) (Y= probits ponderati; = log(econc) ponderati)
Intercecta (&) = -157.€4%3 Intercecta (a) = =133 7880
Pendenza (b} = BO.3817 e = *vdded Pendenza (b) = EB.T158 gy = wEdEsds
Media delle X = Z£.025¢ Media delle X = £.024¢%
Media delle Y = E.171¢ Media delle Y = £.3442
CEI quadro = 1.043¢ CHI quadre = 0.3413
RLTRI FARRMETRI STATISTICI : ALTRI PRRRMETRI STRIISTICI :
Numero di punti = 5 Numero di punti = 5
Gradi di liberz. = 3 Gradi di libert. = 3
Mortalit.. naturale = 0.1973 es = 0_0BBEE Marealit  naturale = o000 as = 0_0001
Humere di cicli = 2 Numero di cicli = 1
END POINT CONCENTRAZICHE LIMITI FIDOCIALI (95%) END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (55%)
inferiore superiore inferiore superiore
LCl 98.7483 80.843¢ 102.0151 LC1 96.7Te4 80.8803 100.3¢&el
Cs0 105.5529 102.5020 106.8118 LCS0 104.621% 101.8017 105.5530




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Boro N°9

Boro N°10
CONCENTRRZIONE 0G(CONC) N.IRATTIATI N.MORTI CONCENTRARZIONE LOG(CONRC) H.TRATIATI N.MORTI
osservati attesi osservati attesi
104 .00 2.0170 20, 9. 9.717 104 .00 Z.0170 20. 5. E.B%
105.00 2.0212 20. 13. 11.5% 105.00 2.0212 20. 10. B.55
10&.00 2.0283 20. 14. 14.07 10€.00 2.0253 20. 11. 11.37
107.00 2.0254 20. 1&. 15 26 107 .00 2.0254 20. 14. 13.55
10e.00 Z2.0334 20. 17. 17.28 108 .00 Z.0334 20, 1&. 16.17
Centrollo 20, 1 0.5% Controlle 20. 0. 0.00
PARRMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX : PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :
[¥= probits ponderati; X= log(conc) ponderati) (Y= probits ponderati; ¥X= logiconc) ponderati)
Intercetta (a) = =138 1&20 Intercetta (a) = =-169.E585
Pendenza (b) = 70.928% g = Akdses Pendenza (b} = B€.3225 g3 = Swdded
Media delle X = Z2.0245 Media delle X = Z.0245
Media delle ¥ = 5.4365 Media delle Y = 5.1398
CHEI quadro = 0.3700 CHI quadro = 0.e544
ALTRI PARAMETRI STATISTICI : ALTRI PARAMETRI STAIISTICI :
Humero di punti = -] Humero di punti = 5
Gradi di libart.. = 3 Gradi di libert. = 3
Mortalit.. naturale = 0.045¢ ez = 0.04B¢ Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numere di eciecli = 2 Humere di ecicli = 1
END POINT CONCENTRARZIICNE LIMITI FIDUCIALI (35%) END POINT CONCENTRAZIOKRE LIMITI FIDUCIRLI (95%)
inferiore superiore inferiocre superiore
LC1 S9e.73e2 79.1585 100.4304 LC1 99 _1€E8 91.9257 101_.52%¢
LCEO 104.324¢ 100.€005 108, 3¢88% LC50 105.5182 104_4573 106.2€84




Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de *
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A

ANEXO F: OBTENCION DE LA CLsp.g6 CON BORO
POR ANOVA.
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

BORO N°1
, NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 2 2 3 1 8 2
105 2 3 2 4 11 275
106 4 2 3 3 12 3
107 2 3 4 5 14 3.5
108 2 4 4 ] 15 3,79
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL B0 15
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 37.5 5 7.8
Dentro de Grupos 16.5 18 0,92 8.18 277
Total a4 23
BORO N°2
: NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 Ro R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 2 0 4 2 8 2
105 1 2 5 3 11 275
106 5 2 2 3 12 3
107 2 3 5 4 14 3.5
108 5 2 5 4 16 4
Blanco 1 0 1 0 2 0.5
TOTAL 63 15,75
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 30,88 5 6,18
Dentro de Grupos 34,75 18 1,93 3,20 2,77
Total 65,63 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de o
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

BORO N°3
, NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 2 0 3 1 3] 1.5
105 2 4 0 3 9 275
106 5 3 3 0 13 3,29
107 3 3 ] 2 13 3,25
108 5 3 3 3 16 4
Blanco 0 1 1 0 2 0.5
TOTAL 59 15,25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 33,71 5 6,74
Dentro de Grupos 40,25 18 2,24 3.01 2,77
Total 73,06 23
BORO N°4
, NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 1 3 4 1 9 2,25
105 2 3 3 2 10 275
106 4 1 5 3 13 3,28
107 3 4 3 5 15 3,75
108 4 5 ] 2 16 4
Blanco 0 0 0 3 3 0,75
TOTAL ]3] 16,75
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 285 5 5.7
Dentro de Grupos 32 18 1,78 3,21 2,77
Total 60.5 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de o
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

BORO N°5
. NUMERQ DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 2 3 3 0 8 2
105 1 2 0 5 8 275
106 2 5 2 3 12 3
107 3 1 4 4 12 3
108 4 4 3 3 14 3.5
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 54 14,25
ANALISIS DE VARIANZA
Qrigen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 315 5 6.3
Dentro de Grupos 33 18 1,83 3.44 2,77
Total 64.5 23
BORO N°6
, NUMERQO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 1 0 4 2 7 1,75
105 0 4 5 3 12 2,75
106 3 3 5 3 14 3.5
107 5 2 2 5 14 3.5
108 4 5 4 3 16 4
Blanco 0 1 2 0 3 0.75
TOTAL ]3] 16,25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 31 5 6,2
Dentro de Grupos 305 18 2,19 2.83 277
Total 70,5 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de o
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

BORO N°7
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 3 0 3 2 g 2
105 1 3 4 4 12 2,75
106 3 4 3 2 12 3
107 5 5 2 4 16 4
108 3 3 3] 3 16 4
Blanco 2 0 2 0 4 1
TOTAL 68 16,75
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 27,33 5 547
Dentro de Grupos 28 18 1,56 3,51 277
Total 55,33 23
BORO N°8
: NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 0 3 0 4 9 2,29
105 3 0 4 5 12 275
106 4 1 3 4 12 3
107 5 3 2 5 15 3,75
108 5 5 2 5 17 425
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 65 16
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 44 71 5 8.94
Dentro de Grupos 54,25 18 3,01 2,97 277
Total 08 06 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

BORO N°9
, NUMERO DE REFLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 4 0 3 2 9 2,29
105 5 2 2 3 12 2,75
106 2 5 4 3 14 3.5
107 4 ] 5 5 14 3.5
108 5 5 3 4 17 425
Blanco 0 i 0 0 1 0,25
TOTAL a7 16,5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 30,71 5 7.04
Dentro de Grupos 40,25 18 2,24 3,95 2,77
Total 70.06 23
BORO N°10
. NUMERO DE REFLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
104 2 2 1 0 5 1.25
105 1 0 5 4 10 2,75
106 4 2 0 5 11 2,75
107 i 3] 3 ] 14 3.5
108 2 4 5 5 16 4
Blanco 0 0 0 D 0 0
TOTAL 56 14,25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado Tedrico
Entre grupos 43.83 5 8.77
Dentro de Grupos 51,9 18 2,66 3,06 2,77
Total 0533 23
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Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de w
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO G: CARTAS DE CONTROL PARA LAS
PRUEBAS DE TOXICIDAD CON SELENIO (Se)
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N1 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 19/10/10 Finalizacion: 23/10/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion | N” de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,3 0 a a 0 a 0 a a a a 0 a
4,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
4 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 20 3
4,3 0 ] 0 0 1 0 ] 0 2 2 0 3 7 20 35
4,5 0 ] a0 0 1 1 ] a0 3 2 4 2 11 20 35
4,7 0 a a 0 2 3 1 a 3 4 3 3 13 20 65
3 0 0 0 0 2 3 4 3 3 3 ] 4 15 20 75
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 4,69 mg/L Clsose:Pb: 4,54 mg/fL Limite inferior: 4,40 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N°2 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 19/10/10 Finalizacion: 23/10/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,3 ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ]
4,5 a a a a a a a a a a a a
4,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 a a a a a a a a a a a a
Control a a a a a a a a a a a a
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N" Muertos | N°Total | % Mortalidad
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 20 0
4,3 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 2 8 20 30
4,5 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 3 4 2 3 12 20 60
4,7 1] 1] 1] 1] 2 1] 1 1] 4 3 3 5 15 20 75
3 ] ] ] ] 2 1 1 1 3 ] 4 ] 17 20 85
Control a a a a a a a a a a a a o 20 1]
Limite superior: 4,59 mg/L Clso-ge:Pb: 4,49 mg/L Limite inferior: 4,39 mg/L

RESPOMSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N°3 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 19/10/10 Finalizacion: 23/10/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N” de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N* de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
4 a0 a0 a0 a0 o o 0 0 0 0 0 0
4,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 o o 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N® de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
4,3 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 2 5 20 25
4,5 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 2 2 10 20 50
4,7 1 0 0 0 1 0 1 0 2 3 3 4 12 20 60
5 0 0 1 0 1 1 1 1 2 5 4 4 15 20 75
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 4,74 mg/fL Clsg9e:Pb: 4,59 mg/L Limite inferior: 4,49 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N°3 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 19/10/10 Finalizacion: 23/10/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,3 o a o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Contraol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
4,3 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 4 20 20
4,5 0 ] 0 0 1 0 1 0 3 3 3 1 10 20 50
4,7 o a o 0 0 2 0 0 4 4 4 0 12 20 60
3 0 0 0 0 1 0 1 0 ] 2 ] 3 15 20 73
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 4,75 mg/L Clsgge:Pb: 4,58 mg/fL Limite inferior: 4,50 mg/L

RESPOMSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N°5 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 25/10/10 Finalizacion: 29/10/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
4 a a 0 ] 0 a 0 a 0 o ] a
4,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0
Control a a0 0 ] 0 a0 0 a 0 o ] a
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
4,3 a a0 0 0 0 a0 0 1 ] 0 0 2 7 20 35
4,5 0 0 0 0 1 0 1 0 3 3 2 3 11 20 23
4,7 0 0 0 0 0 1 1 0 3 4 2 3 16 20 80
5 0 0 0 0 1 0 0 1 5 5 5 4 19 20 95
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior:4,53 mg/L Clso-ge:Ph: 4,44 mg/L Limite inferior: 4,34 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N°6 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 25/10/10 Finalizacion: 29/10/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,3 ] 0 0 0 0 ] 0 0 0 0 ] ]
4,5 ] 0 0 0 0 ] 0 0 0 0 ] ]
4,7 ] 0 0 0 0 ] 0 0 0 0 ] ]
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N°Muertos | N°Total | % Mortalidad
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
4,3 ] 0 0 0 0 ] 0 0 3 3 1 1 8 20 40
4,5 ] a0 a0 0 1 ] a0 2 4 3 2 3 12 20 60
4,7 ] 0 0 0 0 2 0 0 3 5 3 5 16 20 80
5 ] 0 0 0 1 2 2 0 4 5 5 5 19 20 95
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior:4,52 mg/L Clsose:Pb: 4,43 mg/L Limite inferior: 4,34 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS [ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N°7 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 25/10/10 Finalizacion: 29/10/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,3 ] 0 a 0 ] 0 a 0 ] 0 a o
4,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,7 a 0 0 0 a 0 0 0 a 0 0 o
] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N" Muertos | N°Total | % Mortalidad
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 20 5
4,3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 1 1 ] 20 30
4,5 0 ] a0 0 1 1 1 1 3 3 4 3 13 20 65
4,7 0 0 0 0 0 2 2 2 4 4 4 3 17 20 83
] ] 0 a 0 2 2 2 0 ] ] 3 3 20 20 100
Control 0 0 a 0 0 0 a 0 ] 0 a 0 a 20 0
Limite superior: 4,42 mg/L Clsg-ge:Ph: 4,41 mg/fL Limite inferior: 4,32 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera: Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N°8 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 04/11/10 Finalizacion: 06/11/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B [ D A B C D
4 0 ] 0 0 ] 0 0 0 o 0 0 0
4,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 ] 0 0 ] 0 0 0 o 0 a 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N°Muertos | N"Total | % Mortalidad
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 20 5
4,3 0 ] 0 0 ] 1 0 1 1 3 1 2 7 20 35
4,5 0 ] 0 0 1 0 0 1 3 2 3 3 11 20 55
4,7 0 0 0 0 0 1 1 0 4 3 2 3 15 20 73
3 0 0 0 0 1 1 0 1 3 3 3 3 18 20 90
Control 0 ] 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 ] 20 0
Limite superior: 4,57 mg/L Clso-96:Pb: 4,46 mg/L Limite inferior: 4,36 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N"9 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 04/11/10 Finalizacion: 06/11/10
3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
4 1] 1] 0 0 1] 1] 0 0 1] 0 0 0
4,3 0 ] 0 o 0 ] 0 o 0 a 0 o
4,5 o 1] 1] o o 1] 1] o o 0 1] o
4,7 ] 0 0 0 ] 0 0 0 ] ] 0 0
3 0 0 0 o 0 0 0 o 0 a 0 o
Control o 1] 0 0 o 1] 0 0 o 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N” de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N"Total | % Mortalidad
4 1] 1] 0 0 1] 1] 0 0 1] 0 0 0 0 20 1]
4,3 0 0 0 0 0 1 0 1 2 3 1 2 8 20 40
4,5 o 1] ] o 2 1] 1 1 4 3 3 2 12 20 60
4,7 0 0 0 0 2 1 2 0 4 3 4 3 14 20 70
3 0 ] 0 o 2 2 0 2 4 4 3 3 16 20 80
Control o 1] 1] o o 1] 1] o o 0 1] o 1] 20 o
Limite superior: 4,61 mg/L Clso-ge:Pb: 4,48 mg/L Limite inferior: 4,36 mg/L

RESPOMNSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS [ONCORHYNCHUS MYKISS)

Selenio N"10 Sustancia de prueba: Selenio Inicio: 04/11,/10 Finalizacion: 06/11/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D
4 a ] 0 0 0 a a a 0 a a ]
4,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,5 a 0 0 0 0 a0 a0 a0 0 a a 0
4,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 ] ] a
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion | N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
ppm A B C D A B C D A B C D | N"Muertos | N°Total | % Mortalidad
4 a ] 0 0 0 a a a 0 a a ] 0 20 a
4,3 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 2 ] 20 30
4,5 ] 0 0 0 1 a0 a0 1 2 4 4 4 14 20 70
4,7 0 0 0 0 1 1 1 1 4 4 4 4 16 20 80
5 ] 0 0 0 1 1 1 1 4 5 4 3 18 20 90
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Limite superior: 4,53 mg/fL Clsooe:Pb: 4,44 mg/L Limite inferior: 4,35 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO H: OBTENCION DE LA CLsg.9s CON
SELENIO POR EL METODO PROBIT.
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Selenio N™ Selenio N°2

CONCENTRAZIONE LOG(CONC)  N.TRATTATI N.MORTI CONCENTRRZIONE  LOG(CONC)  N.IRATIRIL H.MORTT _
osservati attesi c3servatl attesi
400 06021 0 1 5 £2 4.00 0.8021 z0. 0. 2.60
- - - 4.30 0.e33% 20. €. 7.0%8
4.30 0.€33 0. 7. E.
4 50 0 esaz S0 11 2 4.50 0.6532 20. 1z, 10.€0
- - - 4.70 0.6721 20, 15, 14.20
4.70 0.8721 0 13. 12.53
s o0 06880 uy se Se 54 5.00 0.6990 20. 17. 17.69
Controlla z0. 0. 0.00 Centrolls 20 0. 0.00
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=at+bX : PARAMETRI STATISTICI DELLAR REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= probits ponderati; ¥= log(conc) ponderati) (¥= probits ponderati; X= log(eonc] ponderati)
Intercetta (a) = -5 2600 Intercetca (a) = -14.1803
Pendenza (b) = 21.7021 ez = 4.5088 Pendenza (b) = £5.3452 es = 4§ TZ12
Media dells X = 0.E53% Media delle X = 0.&515
Mediag delle Y = 4.9317 Media delle Y = 4.5€75
CHI quadro = 2.2006 CHEI gquadro = 2.z0m
ALTRI FARARMETRI STATISTICI : ALTRI PARRMETRI STATISTICI :
Numero di punti = s Humero di punti = 5
Gradi di libert. = 3 Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cieli = 1 Numero di cicli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (55%) END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (95%)
inferiore superiore inferiore superiore
Cl 3.5472 2.99¢€8 3.8172 L1 3.7438 3.4325 3.8242
LCs0 4.5402 4.4071 4.6509 1Cs0 4.4935 43543 4_5378




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Selenio N®*3

A

‘

Selenio N°4

CONCENTRAZIONE LOG(CONC)
4.00 0.e021
4.30 0.E335
4.50 0.es32
4.70 D.E721
5.00 0.ES50
Controlle

N.TRATIATI H.MORTI
Osservatci attesi
0. 0. .43
20. 5. 1
20. 10. B.79
20. 1z. 11.78
20. 15. 15.45%
20 0. 0.00

(Y= probits ponderati; X=

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :

logicone) ponderati)

CORCENTRRZICHE LOGI(CONRC) R.TRATTATI R.MORTI

osservati attesi

4 .00 0.e021 20. 0. 1.87

4.30 0.€338 20. 4. 5.24

4_50 0.€532 20. - 8.35

4.70 0.8721 20. 12. 11.&0

5.00 0.€550 20. 15. 15. €68
Controlls 20. 0. 0.00

P b e P e e P R R P P P
PRPAMETRI SIATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :

(Y= probits ponderati; X= loglconc) ponderati)

Incercecca (a} = -11.3038% Intercetta (a) = =12 . 2488
Pendenza (b)} = 24.5858 es = 4.45E8 Pendenza (b) = 25.9629 es = 4.623¢
Media delle X = 0.6548% Media delle X = 0.E560
Mediza delle Y = 4.757¢ Media delle Y = 4.7830
CHI gquadro = 1.&8088 CHI guadro = 2.0%¢64
ALTRI PARAMETRI STATISTICI : ALTRI PARAMETRI STATISTICI :
Numero di punti = -1 Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3 Gradi di libert.. = 3
Mortalit. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Mortalit.. nacurale = 0.0000 es = 0.0001
Numsro di eicli = 1 Numerc di cicli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDOCIALI (95%) END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (95%)
inferiore superiore inferiore superiore
LC1 3.7027 3.3043 3.517¢ LC1 3.75€63 3.3834 3.9585
LCED 4.€041 4.4306 4.74€3 LCs0 4.E170 4.507¢€ 4.T545




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Selenio N®5

A

‘

Selenio N°6

CONCENTRAZICHE LOG(CORC) N_TRATTATI N.MORTI
osservati attesi
4.00 0.6021 20. 1. 1.27
4.30 D.6335 20. 7. .32
4.50 0.e532 20. 11. 11.42
4.70 0.6721 20. 16. 15.81
.00 0.£930 20. 13, 15,11
Centzrolls 20. 0. 0.00
PARMMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= prebits ponderati; X= log(conc) pondezati)
Intercetta (a]l = =1€.€170
Pendenza (b] = 33.3853 es = 5.7530
Mediz delle X = 0.&505
Mediz delle Y = 5.0864
CHI gquadro = 0.2312
ALTRI PARRMEIRI STATISTICI
Numsro di punti = 5
Gradi di liberz._. = 3
Mertalit. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Rumaro di eciecli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDOCIALI (3%%)
inferiore superiore
Lcl 3.7858 3.4643 3.%628
LCs0 4 4451 4. 3456 4 5398

CORCENTRRZICHE LOG(CONC) H.TRATTATI N.HMORTI
gsservati atcesi
4.00 0.€021 20. 0. 2.2%
4.30 D.E338 20. g. 7.74
4.50 0.e532 20. 12. 12.28
4.70 D.eT21 20. 1&. 15.93
5.00 0.€9590 20. 19. 18.9¢
Contralls 20. 0. 0.00
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+b¥ :
(¥= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)
Intercetta (a) = =17.42589
Pendenza (b) = 34.6801 es = 5.Z551
Media delle X = 0.e484
Media delle Y = E_0DE82
CHI gquadro = 1.1281
ALTRI PARRMETIRI STATISTICI :
Numers di punti = 5
Gradi di liber:z. = 3
Morzalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (5%%)
inferiore superiore
Lc1 3.7991 3.5401 3.5541
LCs0 §.4337 4_3442 4 _5218




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

A

‘@

Selenio N°7 .
Selenio N°8
CONCENTRAZICQNE  LOGI(CONC) N.TRATIARIL N.MORTI CONCENTRATIOCH LOG (CONC. ) H.TRRTTATI N.MORTI
osservati ztteszi osservati attesi
4._00 0.6021 20. 1. 0.89 4.00 0.8021 20. 1. 1.64
4.30 0.6335 20. E. €.47 4.30 0.68335 20. 7. €.25
4.80 0.65832 20. 13. 12.83 4.50 0.es532 Z0. 11. 10.71
4.70 0.6721 0. 17. 17.18 4.70 0.€TZ1 Z20. 15. 14.7€
.00 0.E350 20. 20. 15,67 5.00 0.e95%0 20. 18. 18.43
Controllo 20. 0. 0.00 Controllo 20. 0. 0.00
= == = = —— —-— —— —-— | S N S S N S NN N N N N N N N S NN N N SN N S "
PARAMETRI SIATISTICI DELLR REGRESSIONE Y=a+bX : PARARMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= probits ponderati; ¥= log(conc) ponderati) (¥= probits ponderati; X= log(cone) ponderati)
Intercetta (a) = =21.6€74 Intercetta (a) = -14.0235
Pendenza (b} = 41.3641 es = E.T7€3% Pendenza (b) = 29.Z5€5 es = 5.2175
Media delle X = 0.e482 Media delle X = D.E519
Media delle ¥ = 5.1450 Media delle T = 5.0482
CHI quadro = D.3&862 CHI gquadro = 0.5427
ALTRI PARAMETRI STATISTICI : ALTRI PARARMETRI STATISTICI :
Numerc di punti = |- Humero di punti = -
Gradi di libasrt. = 3 Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numerc di cieli = 1 Numero di ciecli = 1
“EE R - - F § 7 -8 ¥ 1§ o | A
END POINT CONCENTRRZICHE LIMITI FIDUCIALI (95%) END POINT CONCENTRATION LIMITI FIDUCIALI (5%%)
inferiore superiore inferiore superiore
LC1 3.87€7 3.620% 4.021% L 3.72158 3.3533 3.5%207
LCEO 4.412¢ 4.3266 4. 4520 LCE0 4.4€52 4.3611 4 5782




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Selenio N9

A

‘

Selenio N°10

CONCENTRAZICGNE  LOG(CONC}  N.TRATTATI N.MORTI CONCENTRAZIONE LOG(CONC]  N.TRATTAII N.MORTI
osservaci atesi osservati attesi
4.00 0._€021 z0. 0. 4.83 4.00 0.6021 z0. 0. z.41
4.30 0.€335 20. 8. B.€1 4_30 0.6335 20. 6. 7.5%
4.80 0.es32 0. 1z2. 11.23 4.50 0.6532 20. 14. 11.8%9
4.70 0.6721 20. 14. 13.62 4.70 D.E721 20. 1§. 15.82
5.00 0.€330 20. 16. 1€.43 5.00 0.6350 20. €. 18.€7
Controlle 20. 0. 0.00 Controllo 20. 0. 0.00
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX : PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati) (Y= probits ponderati; X= log(conc) pondezatil
Intercetta (a) = -10.5237 Intercetta (a) = -1£.537¢
Pendenza (b] = 23.8l1€ es = 4.225% Pendenza (b) = 33.2342 es = 5. 0782
Media delle X = 0.€507 Media delle X = 0.6432
Media delle Y = 4.96%¢ Media delle Y = £.03%2
CHI quadro = 2.7001 CHI quadre = 3.00€2
ALTRI FARAMETRI STATISTICI : ALTRI PARAMETRI STATISTICI :
Rumero di punti = 5 Humero di punti = )
Gradi di libert.. = 3 Gradi di liberc. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Mortelit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numgro di ecicli = 1l Numero di cicli = 1
=== ——====——=zcc=—====—====—====—== ———————— ————————=—=———===——==-= —_ N S S A S S S S S S S A S A S S S S S S S W S S S N S S S S S S S S 6 S "
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (55%) END POINI CONCENTRAZIONE  LIMITI FIDUCIALI (335%)
infericre superiore infericre Superiore
L1 3.5830 3.1701 3.808% Lcl 3.7843 3.8187 3.9455
LCSO 4.4868 4.3638 4.€107 Leso 4.4483 4.3883 4.5380




Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO |: OBTENCION DE LA CLsg.g6 CON
SELENIO POR ANOVA.
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

SELENIO N°1
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
4 1 0 0 0 1 0.25
4.3 2 2 0 3 7 1.75
4.5 3 2 4 2 11 275
47 3 4 3 3 13 3,25
5 3 3 5 4 15 375
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 47 11,75
ANALISIS DE VARIANZA
QOrigen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Tedrico
Entre grupos 4921 ] 9 .84
Dentro de Grupos 11.75 18 065 15,08 277
Total 60,96 23
SELENIO N°2
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
4 0 0 0 0 0 0
43 2 1 1 2 [ 175
4.5 3 4 2 3 12 3
47 4 3 3 5 15 3,75
5 3 5 4 5 17 4 25
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 50 1275
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Teorico
Entre grupos 69,33 ] 13,87
Dentro de Grupos 8.50 18 0,47 20 36 277
Total 77,83 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

SELENIO N°3
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |(PROMEDIO
4 0 0 0 0 0 0
4.3 1 1 1 2 5 1.75
4.5 3 3 2 2 10 2.5
47 2 3 3 4 12 3
5 2 5 4 4 15 3,75
Blanco 0 0 0 Q 0 0
TOTAL 42 11
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Tedrico
Entre grupos 50,00 5 10
Dentro de Grupos 8.50 18 0.47 2118 277
Total 58,50 23
SELENIO N°4
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |(PROMEDIO
4 0 0 0 0 0 0
4.3 0 2 2 0 4 1,75
45 3 3 3 1 10 25
47 4 4 4 0 12 3
5 5 2 5 3 15 3,75
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 4 11
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Tedrico
Entre grupos 51,21 5 10,24
Dentro de Grupos 2575 18 1.43 716 277
Total 76,96 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

SELENIO N°5
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
4 0 0 0 0 0 0
4.3 5 0 0 2 7 1,75
4.5 3 3 2 3 11 2,75
4.7 5 4 2 5 16 4
] &) & 8 4 19 4,75
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 53 13,25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de | Gradosde |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Tedrico
Entre grupos 79,71 ] 15,94
Dentro de Grupos 2425 18 1.35 11.83 2,77
Total 103,96 23
SELENIO N°B
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
4 0 0 0 0 0 0
4.3 3 3 1 1 8 1,75
4.5 4 3 2 3 12 3
4.7 3 4] 3 5 16 4
] 4 5 5 5 19 4,75
Blanco 0 o] Q 0 0 0
TOTAL 55 13,5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de | Gradosde |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Tedrico
Entre grupos 80,21 5 16,04
Dentro de Grupos 10,75 18 0,60 26,86 2,77
Total 90,96 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

SELENIO N°7
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
4 0 0 0 1 1 0,25
4.3 1 3 1 1 [ 1.75
4.5 3 3 4 3 13 3.25
4.7 4 4 4 5 17 4,25
8 8 & &) 8 20 &)
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 57 14,5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de | Gradosde |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Tedrico
Entre grupos 85,38 ] 17.68
Dentro de Grupos 5.25 18 0.29 60,6 277
Total 93,63 23
SELENIO N°8
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
4 0 0 0 1 1 0.25
4.3 1 3 1 2 7 1,75
4.5 3 2 3 3 11 2,75
4.7 4 3 5 3 15 3.75
a 5 5 3 ] 18 4.5
Blanco Q o] 0 0 0 0
TOTAL 52 13
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de | Gradosde |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Tedrico
Entre grupos 67,33 5 13,47
Dentro de Grupos 10 18 0.56 2424 277
Total 77,33 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

SELENIO N°9
. NUMERQO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
4 0 0 0 0 0 0
4.3 2 3 1 2 8 1.75
45 4 3 3 2 12 3
4.7 4 3 4 3 14 3.9
5 4 4 3 5 16 4
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 50 12,25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Teorico
Entre grupos 60,83 ] 1217
Dentro de Grupos 7 18 0,39 31.20 277
Total 67,83 23
SELENIO N®10
. NUMERO DE REPLICAS
CONCENTRACION R1 R2 R3 R4 TOTAL |PROMEDIO
4 0 0 0 0 0 0
43 2 2 0 2 G 1,75
4.5 2 4 4 4 14 3.5
4.7 4 4 4 4 16 4
5 4 ] 4 5 18 4.5
Blanco 0 0 0 0 0 0
TOTAL 54 13,75
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de |Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad cuadrados | Calculado | Tedrico
Entre grupos 81.9 ] 16,3
Dentro de Grupos 7 18 0,39 41,91 277
Total 88,5 23




Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO J: CARTAS DE CONTROL PARA LA
PRUEBAS DE TOXICIDAD CON VERTIMIENTO
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Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de o
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL ¥ SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Vertimiento N°1 Sustancia de prueba: Vertimiento Inicio: 08/11/10 Finalizacion: 12/11/10
3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
%a A B C D A B C D A B C D
20 0 1] 0 0 1] 0 0 1] 0 0 1] 0
40 0 a 0 0 a 0 0 a 0 0 a 0
60 a a 0 a a 0 a a 0 a a 0
80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 a 0 0 a 0 0 a 0 0 a 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
% A B C D A B C D A B C D N® Muertos N° Total % Mortalidad
20 0 a 0 0 a 0 0 a 1 0 1 0 2 20 10
40 0 a 0 0 a 0 0 a 3 3 3 2 11 20 33
60 a a 0 a a 1 a 1 4 2 4 3 15 20 73
80 1 a 1 a 1 1 1 1 3 3 3 3 20 20 100
100 a 1 0 1 1 2 1 2 5 3 3 5 20 20 100
Control 0 a 0 0 a 0 0 a 0 0 a 0 0 20 0
Limite superior: 0,43 mg/fL Clsg-9e:Pb: 0,37 mg/L Limite inferior: 0,31 mg/L

RESPOMNSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA



Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Vertimiento N°2

A

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS [ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sustancia de prueba: Vertimiento

Inicio: 08/11/10

‘

Finalizacion: 12/11/10

3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N* de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
ks A B C D A B C D A B C D
20 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 a 0
440 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 a 0
80 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 a 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 ad 0 0 0 ad 0 0 0 0 ad 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N°® de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N° de organismos por pecera
ki A B C D A B C D A B C D N° Muertos N° Total % Mortalidad
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ) 0 0 0 20 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 0 4 12 20 60
60 0 0 0 0 1 0 0 2 3 3 3 ] 14 20 70
80 0 0 0 0 0 1 2 0 ] ] 3 ] 20 20 100
100 0 0 0 0 1 1 1 1 ] ] 3 ] 20 20 100
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0

Limite superior: 0,50 mg/L

Clsose:Pb: 0,42 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 0,35 mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Vertimiento N°3

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS [ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sustancia de prueba: Vertimiento

Inicio: 09/11/10

Finalizacion: 13/11/10

3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N° de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
% A B C D A B C D A B C D
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 ] ] 0 ] ] ] 0 ] ] 0 ]
48 HORAS 72 HORAS 06 HORAS
Concentracion N°® de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N” de organismos por pecera
% A B C D A B C D A B C D N® Muertos N° Total % Mortalidad
2 0 ] ] 0 ] ] ] 0 1 1 1 ] 3 20 15
3 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 3 3 12 20 60
4 0 0 0 0 0 2 0 2 3 3 3 4 15 20 75
5 0 ] ] 0 1 1 1 1 5 4 5 5 15 20 495
10 0 0 0 0 1 1 1 1 3 3 3 3 20 20 100
Contral 0 ] ] 0 ] ] ] 0 ] ] 0 ] 0 20 ]

Limite superior: 0,42 mg/L

Clsoge:Pb: 0,35 mg/fL

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 0,28 mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Vertimiento N°4

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sustanciade prueba: Vertimiento

Inicio: 09/11/10

=y,

x5

Finalizacion: 13/11/10

3 HORAS & HORAS 24 HORAS
Concentracion N de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
% A B C D A B C D A B C D
2 0 0 0 a 0 0 0 0 3 2 3 3
3 0 0 0 a 0 0 0 0 3 4 4 4
4 0 0 0 0 0 0 0 0 4 5 5 3
3 0 0 0 a 0 0 0 0 3 5 3 3
10 0 0 0 0 0 3 3 0 5 5 5 5
Contral a 0 0 a 0 a 0 0 a 0 0 a
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N de organismaos por pecera | N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera
%a A B C D A B C D A B C D N® Muertos N° Total % Mortalidad
2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 20 20 100
3 3 ] 3 3 ] 3 3 ] 3 ] 3 3 20 20 100
4 3 3 3 3 3 3 ] 3 3 3 3 3 20 20 100
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 20 20 100
10 3 5 3 3 5 3 ] 5 3 5 3 3 20 20 100
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0

Limite superior: 0,46 mg/L

Clsgoe:Ph: 0,40 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 0,34 mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Vertimiento N°5

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
PROGRAMA DE INGENIERIA AMBIENTAL Y SANITARIA
REGISTRO DE DATOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON TRUCHAS ARCO IRIS ([ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sustanciade prueba: Vertimiento

Inicio: 09/11/10

Finalizacion: 13/11/10

3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N de organismos por pecera
% A B C D A B C D A B C D
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
Concentracion N° de organismos por pecera | N® de organismos por pecera | N" de organismos por pecera
% A B C D A B C D A B C D N° Muertos N° Total % Mortalidad
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 20 5
3 0 o o 0 o o 0 0 3 2 4 3 12 20 60
4 0 0 0 0 1 0 0 0 5 4 2 5 16 20 B0
5 0 0 0 ] 2 0 2 1 ] 4 3 ] 19 20 95
10 0 0 0 0 1 p 0 p 5 5 5 5 20 20 100
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 a

Limite superior: 0,44 mg/L

Clsg-96:Pb: 0,38 mg/L

RESPONSABLE: Yulie Andrea Rivera; Diana Alexandra Molina

Elaborado por Pedro Miguel Escobar. TOXICIDAD ACUATICA

Limite inferior: 0,32 mg/L




Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO K: OBTENCION DE LA (CLso.gs) DEL
VERTIMIENTO POR EL METODO PROBIT
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Sum ) (S w3
Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de *
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos. A
Vertimiento N°1 _—
Vertimiento N°2
CONCENTRRZIONE LOG{CONC) H.TRATTATI N.MORTI CONCENTBRZIONE  LOG(CONC) N.TRATIAII N.MORTI
oSsServati attesi oSServati attesi
0.2 =0.€5590 20. 2. 2.21 0.20 -0.€530 20. 7.82
0.40 -0.35973 £0. 11. 10.24 0.40 -0.3975 20. 12 11.87
0.&0 -0.2218 £0. 15. 15.54 0.€0 -0.2218 20. 14 14.1%
0.80 -0.0563 20. 20. 18.00 0.80 -0.096&5 Z0. 20. 15.65
1.00 0.0000 20. 20. 15.08 1.00 0.0000 20. 20 16,62
Controllo £0. 0 0.00 Contralls 20. F 1.59€
B T L e T e e O N N N N N NN N NN N NN N T I T I T I N N NN I NN N N N N NN N N N N I NN 1 I N 1
PARAMETIRI SIATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX : PARAMETRI STATISTICI DELLR REGBESSIONE ‘:’=i.+h1¢
(¥= probits ponderati; X= log(conc) ponderati) (Y= probits ponderati; ¥= lpg(conc) ponderati)
Intercetta (a) = 7.0584 Intercetta (a) = €.7222
Pendenza (b) = 4.85%&8 es = D.T0ES Pendenza (b) = 4.6626 e = 0.622%
HMedia dellse X = -0.3163 Media dells X = -0.2864
Media delle Y = 5.5094 Media delle Y = 5.3843
CHI gquadro = 1.5217 CHI gquadro = Z.1458
ALTRI PARABMETRI STATISTICI : ALTRI PARAMETRI STATISTICI:
Humero di punti = 3 Numero di punti = g
Gradi di libert.. = 3 Gradi di libert.. = 3
Mortalit. naturale = 0.0000 es = 0.0001 Morsalit. naturale = 0.0981 es = 0.0672
Humero di ciecli = 1 Numero di ecieli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE . 'L]IIEITI FIDUCIALI FE‘S%] END DOINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (95%)
inferiore supariore inferiore superiore
LCs0 0.375% 0.3148 0.433%5 Cs0 0.42732 0.3502 0.5023




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Vertimiento N°3

Vertimiento N°%

CONCENTRRZIOHE LOG(CORC) N.TRRTIRTI N.MORTI
ossarvati Attesi
0.20 -0.€9590 20. 3. 3.01
0.40 -0.397%9 20. 2. 11.38
0.€0 -0.2218 20. 15. 16.21
0.80 -0.09&35 20. 19. 18.32
1.00 0.0000 20. 20. 15.23
Controllo 20. 0. 0.00
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX:
(¥= probits ponderati; X= Jlog(conc) ponderati)
Intercetta (a) = €.515%
Pendanza (b) = 4.3044 ez = Q_ES3E
Media delle X = -0.3372
Madia della Y = E_4644
CHI quadro = 1.37717
ALTRI PARRMETRI STATISTICI:
Humero di punti = 5
Gradi di libert. = 3
Morcalit.. naturale = 0.0000 ez = 0.0001
Humero di cicli = 1
END POINT CONCENTRAZIOKE LIMITI FIDUOCIALI (95%)
inferioze superiore
LC1 0.1034 0.0505 0.1521
LC50 0.3588 0.2875 0.4238

CONCENTRRZICONE LOG{CORC) N.TRATTAII H.MORTI
osservati attesi
0.20 =0.€350 £0. 0. §4.72
0.40 =0.35979 20. 11. 10.74
0.e0d -0.2218 20, 1q_ 14 25
0.80 -0.05&9 20. 20. le.34
1.00 0.0000 20. 20. 17.5¢&
Controllo 20. 0. 0.00
PARRMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX:
(¥= probits ponderati,; X= loglconc) ponderati)
Intercetta (a) = €.833%9
Pendenza (b) = 4_ 6877 es = 0.5831
Media delle X = -0.3068
Media delle Y = £.3%55
CHI quadro = 1.6230
ALTRI PRRAMETRI STATISTICI:
NHumere di punti = 5
Gradi 4i libsrt. = 3
Morcalit.. naturale = 0.0000 ez = 0._0001
Humero di eicli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDOCIALI (55%)
infexiore superiore
LC1 0.12%€ 0.0820 0.17z2%
LCE0 0.40€3 0.34&4 0.4€45




Determinacion de la concentracion letal media (Clsp.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

Vertimiento N°5

CONCENTRAZIONE LOG(CONC) N.TRATTATI N.MORTI
osservati attesi

0.20 -0.€550 20. 1. 1.40
0.40 -0.397% 20. 1z. 10.€4
0.€0 -0.2218 20. l1€. 1€.78
0.80 -0.096€5% 20. 18. 18.98
1.00 0.0000 20. 20. 15.€8

Controllo 20. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX:

(Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)

Intercetta (&) = 7.2318
Pendenza (b) = 5.3793 es = 0.8455
Media delle X = -0.336€5
Media delle Y = §.4217
CHEI quadro = 0.972¢
ALTRI PARAMETRI STATISTICI :
Numero di punti = )
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (95%)
189 | YULIE ANDREA R inferiore superiore
LCl 0.1421 0.081¢ 0.1530

LCSO 0.3847 0.3203 0.4447




Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO L: OBTENCION DE LA (CLsg.06) DEL
VERTIMIENTO POR ANOVA
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Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO M: PROTOCOLO LBO01. ACLIMATACION
DE LA TRUCHA ARCO IRIS
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Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO N: PROTOCOLO LB02. PRUEBAS DE
TOXICIDAD SOBRE TRUCHA ARCO IRIS
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Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO O: PROTOCOLO LB03. ANALISIS DE
RESULTADOS, METODO PROBIT
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Determinacion de la concentracion letal media (Clso.g6) de Selenio y Boro sobre alevinos de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante bioensayos.

ANEXO P: ANALISIS DE VARIANZA, METODO
ANOVA
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1. OBJETIVO

Realizar la aclimatacion de los organismos de prueba Trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), a nivel de laboratorio, para posteriores pruebas de ensayo.

2. MATERIALES

Acuarios

Mangueras

Aireadores

Filtros

Difusores

Oximetro (Hanna)

pH metro (Mettler Toledo)
Termometro

Alimento para peces
Agua declorinada

O I I I B T B I B

3. PRINCIPIO DEL METODO

La aclimatacion de los alevinos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), se realiza
segun la metodologia CETESB, con el fin de adaptar los organismos a un nuevo ambiente
para la posterior realizacion de las pruebas de toxicidad a nivel de laboratorio.




FACULTAD DE

INGENIERIA
AMBIENTAL Y UNIVERSIDAD DE LA SALLE
SANITARIA 4 i
Bogotéa - Colombia LBO1
LABORATORIO ACLIMATACION DE LA TRUCHA ARCO IRIS Pagina 2 de 6
DE BIOENSAYOS (Oncorhynchus mykiss) Versiéon 0

4. DEFINICIONES
Aireador: Equipo empleado para oxigenar el agua de los acuarios.

Aclimatacion: Es el proceso por el cual un organismo se adapta fisiologicamente a los
cambios en su medio ambiente, que en general tienen relacién directa con el clima. Se
suele usar este término para referirse a procesos que ocurren durante un periodo de
tiempo corto, como la vida de un organismo individual o grupo.

Acuario: Recipiente de vidrio acondicionado para mantener a los peces Vivos.

Agua libre de cloro: Es aquella que, mediante aireacion constante, le es removido el
cloro residual presente en la misma y a la cual se le garantiza un rango de pH y
condiciones adecuadas para el bioensayo.

Alevino: Cria de ciertos peces de agua dulce que se emplea para re poblamiento de rios
y lagos

Oncorhynchus mykiss: Salmoénido que se caracteriza por presentar cuerpo alargado,
fusiforme y cabeza relativamente pequeia que termina en una boca grande, puntiaguda,
hendida hacia el nivel de los ojos y con una fila de dientes fuertes en cada una de las
mandibulas, que les permite aprisionar las presas capturadas. Son caracteristicos de agua
dulce.

Oximetro: Monitores empleados para medir la cantidad de oxigeno presente en el agua.

5. PROCEDIMIENTO

El proceso de aclimatacién se realiza para que los alevinos de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) se adecuen fisiolégicamente a los cambios en su medio ambiente,
los cuales se relacionan directamente con el clima.
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5.1. ACLIMATACION

5.1.1. Los alevinos de trucha arco iris se aclimatan en acuarios de 100 L y 50 L, dependiendo de
la cantidad de organismos.

5.1.2. El agua de los acuarios debe estar preparada (aireada) 8 dias antes de la llegada de los
alevinos, con el fin de remover el cloro residual presente en el agua y evitar asi la muerte de los
mismos.

5.1.3. Segun lo establecido en los protocolos de la CETESB, para evitar la muerte de los alevinos
se debe tener control permanente de los siguientes parametros:

& Oxigeno: 6 - 8 mg/L

& Temperatura: 15 - 18 °C

&% pH:6,5-7,5 unidades

5.1.4 En el momento de la llegada de los alevinos de Trucha Arco lIris, se debe introducir la bolsa
en el acuario, con el fin de nivelar las temperaturas, esto se debe hacer por un lapso de tiempo
de 2 horas.

5.1.5 Posteriormente los organismos son introducidos a los acuarios en una malla divididos en
pequefios grupos y se distribuyen uniformemente en el acuario, para evitar el estrés y la muerte
de los alevinos.

5.1.6 Los alevinos son aclimatados por un lapso de tiempo de 15 dias aproximadamente segun
lo establecido por la CETESB, para un mejor desempefio de los mismos en las pruebas de
toxicidad.

5.1.7 Durante el proceso de aclimatacién, los acuarios deben ser limpiados por medio de una
aspiradora, para remover las eses de los peces y el exceso de comida presente en el agua, esto
para evitar que el amonio generado produzca la muerte de los alevinos de trucha arco iris, es
importante anotar que en el caso de que los peces presenten hongos en su cuerpo, se debe
aplicar unas gotas de azul de metileno, para prolongar la vida de los organismos.
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1. OBJETIVO

Evaluar los resultados de los ensayos por medio de un modelo estadistico

2. DEFINICIONES

&% Concentracion: Magnitud fisica que expresa la cantidad de un elemento o un compuesto
por unidad de volumen.

& Dosis: Contenido de principio activo, expresado en cantidad por unidad de toma, por
unidad de volumen o de peso en funcion de la presentacion, que se administrara de una
vez.

Efecto: Consecuencia positiva 0 negativa, de la ocurrencia de un evento.

% Modelo: Conceptualizacion de un evento, un proyecto, una hipétesis, el estado de una
cuestion, que se representa como un esquema con simbolos descriptivos de
caracteristicas y relaciones mas importantes con un fin: ser sometido a modelizacion
como un disefio flexible, que emerge y se desarrolla durante el inicio de la investigacion

como una evaluacién de su relevancia.
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& Toxicidad aguda: La toxicidad aguda tiene por objeto determinar los efectos de una dosis
Unica y muy elevada de una sustancia. Usualmente, el punto final del estudio es la muerte
del animal y la toxicidad aguda se expresa por la dosis letal 50, que viene a representar

mas 0 menos la dosis de la sustancia que produce la muerte en el 50% de los animales.

+ Probit: Modelo estadistico que analiza las pruebas de toxicidad. El método consiste en la
aplicacién de correlaciones estadisticas para estimar las consecuencias desfavorables
sobre una poblacion a los fendmenos fisicos peligrosos; nos da una relacion entre la

funcion de probabilidad y una determinada carga de exposicion.

3. PRINCIPIO DEL MODELO MATEMATICO

En un experimento tipico de pruebas de toxicidad se tiene la siguiente situacion:
a) Concentracion de la sustancia o dosis (d).

b) Numero de individuos (n).

¢) Numero de organismos muertos o afectados (r).

d) Porcentaje de efecto (p).
r 100
= — %
P= %

La representacion grafica de p vs. d, o relacion dosis-respuesta, genera una curva parabolica

gue 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 mostrara una relacion dosis-respuesta de forma S o sigmoidea normal, como se muestra

en la figura 1; de esta manera la distribucion de p vs. X sera de tipo normal.
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Figura 1. Relacion dosis-respuesta

Posteriormente, mediante las tablas de Probit se transforma p (porcentaje de efecto) a unidades
Probit (buscando en una tabla de distribucion normal el valor de z correspondiente a una
probabilidad acumulada igual a p y sumandole a continuacion cinco unidades), se obtiene una
distribucion de puntos en un sistema bi-variado de tipo lineal, los cuales se procesan segun un
analisis de regresion tipico. Vale la pena enfatizar que el Probit es una transformacion sobre la

tasa de efecto (p), y la ecuacion generada es de la forma:

y=a+ bx

Donde:

y (expresado en unidades Probit) =z + 5

z= Variable normal estandar = zo tal que la Prob (z<zp) = p

ay b son los estimadores de los parametros de la recta de regresion
Asi, cuando p= 50% entonces y = 5, por lo tanto:

X5=10g10 CL50, entonces CL50 = 105
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Para facilitar los célculos, simplemente se puede usar un software como el suministrado por la
US Environmental Protection Agency (US EPA): Probit Analysis Program. El procedimiento Probit
permite encontrar estimadores m-verosimiles de paradmetros de regresion y de tasas naturales
(por ejemplo, tasas de mortalidad) de respuesta para ensayos biolégicos, analizando porcentajes

de efecto vs. Dosis dentro del marco de la regresion

4. PROCEDIMIENTO
Para el célculo de la CLso por este método es necesario contar, por lo menos, con dos
porcentajes intermedios del efecto esperado (valores entre 0 y 100%). Con los resultados
obtenidos en los ensayos de toxicidad aguda con Oncorhynchus Mykiss se debe construir una
tabla que contenga los siguientes datos:

& Concentracion de la sustancia ensayada en %
Logaritmo en base 10 de las concentraciones (x)
Numero de organismos en cada concentracion
Numero de organismos muertos en cada concentracion (r).
Porcentaje de mortalidad en cada concentracion (P).

Probit empirico (PE).

I T B I A

Probit esperado o calculado (Y).

Los cinco primeros resultados corresponden a datos experimentales; el Probit empirico se
obtiene de la tabla 4 del Anexo 1 con el porcentaje de mortalidad observada en cada una de las

concentraciones y se tabula en la tabla 1.

Takla 1: Cébculo de la €L50 por el método Probit
Concentracidn Logldde la MNiGm. de MNim. de | Porcentaje Probit Probit
del agente concentracidn organismos | muertos de empirico | calculado
toxico X} (M) ir mortalidad [PE) v
(%) P
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A partir de estos datos se elabora una grafica en papel cuadriculado, colocando en el eje X el
logaritmo de las concentraciones y en el eje Y el Probit empirico (Figura 1 Anexo 2), y se ajusta
la recta a través de estos puntos. En el grafico se traza una linea a partir del Probit 5,0 hasta
cortar la linea trazada; el valor correspondiente en el eje X se denomina m y el antilogaritmo de

este valor corresponderd a la CEsp 0 CLso.

Para el célculo del Probit esperado o calculado, debe hallarse el valor de S correspondiente a la

tasa de incremento del log de la concentracion (x) por unidad de incremento del Probit.

En la recta trazada se calcula la pendiente, tomando el porcentaje donde se hallo el mayor vy el
menor efecto, asi como los probits correspondientes a estos valores, remplazando en la

siguiente formula:

S=(X-x)/(PE — pe)

Donde:

X: Mayor concentracion

x: Menor concentracion

PE: Probit empirico correspondiente a la mayor concentracion

Pe: Probit empirico correspondiente a la menor concentracion

A partir de estos datos se elabora una grafica en papel cuadriculado, colocando en el eje X el
logaritmo de las concentraciones y en el eje Y el Probit empirico (Figura 1 Anexo 2), y se ajusta
la recta a través de estos puntos. En el grafico se traza una linea a partir del Probit 5,0 hasta
cortar la linea trazada; el valor correspondiente en el eje X se denomina m y el antilogaritmo de

este valor correspondera a la CEsp 0 CLso.
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Asi, los valores del Probit esperado o calculado (Y) para cada concentracién podran ser

calculados utilizando la siguiente expresion:

(x-m)

Y=5
* S

Una vez calculados se colocan en la columna correspondiente de la tabla 2.
La prueba de hipotesis utilizada para establecer la asociacion entre la concentracion de la
sustancia téxica y la respuesta en unidades probit es la prueba de CHI-cuadrado (X2). Los datos

para el célculo de este valor se colocan en una tabla 5 (Anexo 3) de la siguiente forma:

Concentracion de la sustancia estudiada en %
Logaritmo decimal de la concentracion (x).
Probit calculado o esperado (Y).

Numero de organismos (N)

Mortalidad observada (r)

I T B I A

Porcentaje de efecto esperado (P).

La mortalidad esperada (NP') se calcula multiplicando (N) por (P").
El calculo de la desviacion de la mortalidad se obtiene hallando la diferencia entre la mortalidad

observada y la esperada. La contribucién al Chi cuadrado de cada uno de los valores se calcula:

(r — NP)?/NP(1 - P)

Y para el calculo de los grados de libertad (n):

n=K-2

donde K es el numero de concentraciones utilizadas




FACULTAD DE
INGENIERIA
AMBIENTAL Y UNIVERSIDAD DE LA SALLE
SANITARIA . :
Bogotéa - Colombia LBO3
LABORATORIO ANALISIS DE RESULTADOS MEDIANTE EL Pagina 7 de 12
DE BIOENSAYOS METODO PROBIT Versién 0

Con los datos obtenidos se diligencia la Tabla 2 para el calculo del intervalo de confianza:

Tabla 2. Valores de X2 para una P=0.05.

Grados de libertad(n) X2

Para el calculo de los limites es necesario establecer el error estandar. El error estadndar del log

de la concentracion letal para el 50% de los organismos se obtiene a través de la siguiente

expresion:

EE log,, CLy, =157 (L7 SNp + (- 1)7 / sNp(x — ) )}

Inicialmente, se construye una tabla en la cual se incorporen los siguientes datos:

L)

I I I B A

Logaritmo decimal de las concentraciones (x).

Numero de organismos por concentracion (N).

Probit esperado o calculado (Y).

Factor p, el cual se obtiene de la tabla 5 del Anexo 3 con el valor Y.

Productos Np, Npx y Npx2, obtenidos de los datos de la misma tabla

Sumatoria de los productos correspondientes a los valores SNp, SNpx 'y S Npx2

Factor p debe ser obtenido en la tabla entrando el valor de Probit calculado

Producto Np resultante de la multiplicacion de los valores de numero de organismos por el
factor p y su respectiva sumatoria.

Producto Npx resultante de la multiplicacion del producto anterior por el logaritmo de las
concentraciones con su respectiva sumatoria.

Producto Npx2 resultante de la multiplicacion del producto anterior por el logaritmo de la

concentracion con su respectiva sumatoria.
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Con todos los datos anteriores, se diligencia la Tabla 3:

Tabla 3. Calculo del error estandar del logld CLS0.

Log 10de la Mum. De Probit Factor Producto Producto Producto
concentracidn Organismos caloulado (o] {Np] [MNpx] (M)
[} () ()

Al tener la CL50 y no olvidando que el intervalo de confianza es 95% tendremos la concentracion

letal con sus limites inferior y superior respectivamente.

Para el desarrollo de esta investigacion se adquirio el Software de Probit, el cual determinar la

CLso-96 Y los limites de confianza mas rapido, y su procedimiento es el siguiente:

& Se instala el programa en un computador que cuente con un software de Windows 98 en
adelante, creandose una carpeta de Probit en el escritorio.
% Dentro de esta carpeta quedaran registrados varios archivos; se dirige al archivo con

nombre PROBFIS2 y se da doble clic donde se abre una ventana de la siguiente manera:

ANALISI DE PROBIT USATA PER CALCULARELA LC
NUMERD MASSIMO DI PUNTI = 20
A. Puddu, Istituto di Ricerca Sulle Acque - CNR
Via Reno 1-00198 Roma, Tel. 06/8641451
Marzo 1389

Ingerimento dei dati da TASTIERA (1) oda FILE (2) ?
Battere I, 2 oppure CTRL+C per abbandonare »

Da dos opciones para manejar el programa, la (1) es para introducir los datos con el teclado, la
(2) para introducirlos en fila. Es este paso se escribe (1), y sale:
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ANALISI DEPROBIT USATA PER CALCULARE LA LC
NUMERD MASSIMO DI PUNTI = 20
A. Puddu, Istituto di Ricerca Sulle Acque - CNR
Via Reno 1-00198 Roma, Tel. 06/6841451
Marzn 1989

Inserimento dei dati da TASTIERA (1) o da FILE (2) 7
Battere I, 2 oppure CTRL+C per abbandanare >

Ahora se le da un nombre al archivo que se crea con los resultados que determina el programa,

asi

ANALISI DE PROEIT USATA PER CALCULARE LA LC
NUMERD MASSIMO DI PUNTI = 2D
A. Puddu, Istituto di Ricerca Sulle Acque - CNR
Via Reno 1-00198 Roma, Tel. 06/88414351
Marzo 19889

Inserimento dei dati da TASTIERA (1) o da FILE(2) 7
Battere |, 2 oppure CTRL+C per abbandonare »

=z==z==z=% |

====z===% B

Ahora el programa pide que se inserten el numero de concentraciones, sin el control, numero de

muertes en el control, numero de organismos en el control, asi:
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Risultati su SCHERMO (1), STAMPANTE (Z), oppure FILE (3) ?

NUMERD DI CONCENTRACIONI (ezeluso el contralla)=3
NUMERD MORT! NEL CONTROLLO=0
NUMERD ORGANISMI NEL CONTROLLD=20

Ahora se procede a ingresar los datos de las concentraciones comenzando por la concentracion

menor, el nimero de muertes en cada una y el numero de tratamientos, asi

Risultati su SCHERMO (1), STAMPANTE (Z), oppure FILE (3) 7

======== B
NUMERD DI CONCENTRACIONI (escluso el controllo)=5
NUMERD MORTI NEL CONTROLLD=D

NUMERD ORGANISMI NEL CONTROLLD=20

== >INIZIA A INSERIRE | DATI DALLA CONC. IFERIORE
CONCENTRACIONE= 0.1
NUMERD MORTI=0
NUMERD TRATTATI=Z0

Asi sucesivamente hasta completar los datos de las 5 concentraciones. Al terminar este paso se

da enter y se cierra esta ventana; en la carpeta de probit aparece un archivo con el nombre que

se le designo a esa bateria donde dara los resultaos de la CLso con los limites de confianza.

5. BIBLIOGRAFIA

& http://www.metodologia probit.htm

& http://www.unizar.es/guiar/1/Accident/An_conse/Probit.htm
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6. ANEXOS
Anexol: Relacién entre el Probit empirico y el porcentaje de mortalidad
% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 - 267 295 312 325 336 345 3352 359 366

10 372 377 38 387 392 39 401 405 408 412
20 416 419 423 426 429 433 436 439 442 445
30 448 430 453 4356 459 461 464 467 469 4M
40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
50 500 503 505 508 510 513 515 518 520 523
60 525 528 531 533 536 539 541 S544 547 550
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 584 588 592 595 599 604 608 613 618 623
90 628 634 641 648 655 664 675 688 705 733
£ 0.0 01 0.2 03 04 0.5 0.6 0,7 08 09
99, 733 737 741 746 751 758 765 775 788 909
A Valores entre 99,0 v 99, 9

Anexo 2: Representacion grafica del calculo de la CL50
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Anexo 3: Determinacion del Chi-cuadrado (X?).
Concentracio | Logyw De la Probit % De Num de Num | Mortalida Contribucio
ndela concentracio | Calculad efecto organismao de d Desviacio n al X2
sustancia n 4] esperad 5 muerto | esperada n {r—
toxica ) ) o (N) 5 {NP™) (r-NP") NPz
(%) (P} (r} JNP(1—
Coreriracln _Lw“: dala Prgls Pomantaje  Muands Pmde  Motakied Dwﬁuf._i(m Q.rllilu:l:i{r
:Ie;-s::f:?:m LWEFM l:al\l:#_?un :chcx -:\rnal'r::;nm oS {r rﬁﬁm r-84F) |r=!|-|g-;2
(1] m
100 2.0 553 0.705 15 141 09 019
a0 1.7 486 0485 20 o Qi -0 0.09
25 14 440 0275 20 5 55 05  0.08
125 1.1 384 0125 20 & 25 -5 011
$.25 0.8 327 0045 20 1 09 01 001
0.48
Anexo 4: Factor (p) para el Probit calculado (Y).
00 0,1 02 03 04 05 06 07 08 09

oo~ o b ) = =

0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,005 0,006 0,008 0,011
0,015 0,019 0,025 0,031 0,040 0,069 0,062 0,076 0,0920,110
0,131 0,154 0,180 0,208 0,238 0,264 0,302 0,336 0,370 0,406
0,439 0,471 0,503 0,532 0,558 0,583 0,601 0,616 0,627 0,634
0,637 0,634 0,627 0,616 0,601 0,589 0,558 0,532 0,503 0,471
0,439 0,405 0,370 0,336 0,302 0,269 0,238 0,208 0,180 0,154
0,131 0,110 0,092 0,076 0,062 0,059 0,050 0,031 0,0250,019
0,015 0,011 0,008 0,006 0,005 0,003 0,002 0,002 0,001 0,001
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1. OBJETIVO
Comparar si los valores de un conjunto de datos numéricos son significativamente distintos a los

valores de otro 0 mas conjuntos de datos.

2. DEFINICIONES

« Variable: Conceptos que forman enunciados de un tipo particular denominado hipétesis. Las
variables se refieren a propiedades de la realidad que varian, es decir, su idea contraria son
las propiedades constantes de cierto fenomeno.

« Variable Dependiente: Caracteristicas de la realidad que se ven determinadas o que
dependen del valor que asuman otros fendmenos o variables independientes.

« Variables independientes: Los cambios en los valores de este tipo de variables determinan
cambios en los valores de otra (variable dependiente).

% Grados de libertad: Numero efectivo de observaciones que contribuyen a la suma de
cuadrados en un ANOVA, es decir, el nimero total de observaciones menos el nimero de
datos que sean combinacion lineal de otros.

& Hipotesis: Proposiciones provisionales y exploratorias sobre la veracidad o falsedad de un
concepto, una teoria o un modelo con un alcance de trabajo de investigacion por simulacién y

con métodos de campo o de laboratorio.
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3. PRINCIPIO DEL MODELO

El andlisis de varianza parte de algunos supuestos que han de cumplirse:
« La variable dependiente debe medirse al menos a nivel de intervalo.
# Independencia de las observaciones.
& La distribucién de la variable dependiente debe ser normal.
L3

Homogeneidad de las varianzas

Los modelos de efectos aleatorios asumen que en un factor se ha considerado tan s6lo una muestra
de los posibles valores que éste puede tomar; estos modelos se usan para describir situaciones en
gue 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 medicion.

La técnica fundamental consiste en la separacion de la suma de cuadrados (SS, 'sum of squares’) en
componentes relativos a los factores contemplados en el modelo. Como ejemplo, 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 T 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.

ngotal = glError + glFactores
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4. PROCEDIMIENTO
Al realizar una prueba de toxicidad, se pasan los datos correspondientes a la Tabla 1
Tabla 1. Formato de Datos de Prueba de Toxicidad
Tratamientos Observaciones Yi Yi Promedio
1 2 3 4
Se plantea la hipotesis nula y la hipotesis X
Ho: y1 =p2 = p3 = un
H1: u1 # u2, para algun par
El tratamiento de analisis de varianza se hace mediante la Tabla 2:
Tabla 2. Andlisis de Varianza
FvV SS GL Ms Fc Ft
Tratamiento SSmo a—-1 SS 7o 5SS {/ Fa (Vi Va)
a—1 _sa—-1
SSe /.
N—a
Error S5¢ N-—a SS;
N—a
Total SSt N-1
Donde:

& N: Numero total de observaciones; N: a * n
& n: numero de observaciones en cada grupo

& a: numero de tratamientos
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FV : Fuente de varianza
SS: Suma de cuadrados
GL: Grados de libertad
Ms: Cuadrados medios
Fc: F calculado

Ft: F tabulado

Via-1

V2:N-a

I I N 2 R T

Para obtener el SSTTO, se debe reemplazar la siguiente formula:

a=>5 I"}-E 1_"2
SStro= P —— — —

- 7 N

Para obtener el SST, se debe reemplazar la siguiente formula:

a=3 n=3 72
$S,= ix > =Yi,’ x ! .
i=1 J=l N

Para obtener el SSE:

SSE = SST + SSTTO

Al obtener el Fc lo comparamos el Ft, para refutar o aceptar alguna hipétesis, esto se hace asi:

Fc > Ft Se rechaza la Ho

Fc < Ft Se acepta la Ho
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1. OBJETIVO
Determinar la concentracion letal media (CL50 -96) de una sustancia pura o de un vertimiento
mediante pruebas estaticas sin renovacion de la sustancia pura o efluente, que produce la

muerte al 50% de los organismos expuestos en un tiempo de 96 horas.

2. DEFINICIONES

& Prueba Estéatica: Ensayo toxicologico en el cual no existe renovacion de las soluciones

test a lo largo de toda la prueba (corto tiempo de duracién no mas de 96 horas).

% Condiciones de la Prueba: Medicion de parametros de control después de cada una de
las pruebas, con el fin de demostrar que la manifestacion de los organismos expuestos se
debe al efecto de las sustancias puras o vertimientos y no a alteraciones de las
caracteristicas fisicoquimicas de las mismas. Para ello se verifica el pH, el oxigeno

disuelto y la dureza.

% Concentracion Letal (CLso.g6): Concentracion del compuesto toxico que afecta al 50 %
de la poblacién de la especie modelo, causando su muerte, bajo condiciones de prueba en

un tiempo de 96 horas.




FACULTAD DE

INGENIERIA
AMBIENTAL Y UNIVERSIDAD DE LA SALLE
SANITARIA 4 i
Bogotéa - Colombia LBO2
LABORATORIO ACLIMATACION DE LA TRUCHA ARCO IRIS Pagina 2 de 8
DE BIOENSAYOS (Oncorhynchus mykiss) Versiéon 0

% Pruebas de Sensibilidad: Establecer la sensibilidad de las especies y su secuencia de

efecto frente a un toxico de referencia, segun las repeticiones de las mismas; con esto se
garantiza y certifica la confiabilidad de los datos en relacion con la capacidad de respuesta
de los organismos. Con las pruebas se determina el rango de sensibilidad frente al tiempo
de exposicién y de igual manera, se comprueba que la manifestacién de los organismos
expuestos se debe al efecto del toxico de referencia y no a fallas operacionales en la
aplicacién del método, elaborando asi cartas de control, teniendo en cuenta la precision y
exactitud que se deben y pueden obtenerse en los resultados generados por un
determinado bioensayo. Los toxicos de referencia a utilizar en estas pruebas pueden ser:
NaCl, KCl o K,Cr,05.

Pruebas Preliminares: Pruebas de toxicidad donde se establece el rango de
concentraciones de sustancias problema o vertimientos, en las cuales hay efectos

observables en los organismos de prueba sin que se presente alta mortalidad.

Pruebas Definitivas: Pruebas de toxicidad que se realizan a partir de los resultados de
las pruebas preliminares. En ellas se determinan si se pueden mantener las mismas
concentraciones, 0 si es necesario cambiar el factor de dilucién en algun intervalo u otro

aspecto que resulte relevante.

Prueba de Toxicidad Aguda: El principio de esta prueba es determinar bajo condiciones
especificas de una sustancia pura, o efluente, su letalidad al 50% de la poblacion
expuesta después de un periodo de exposicion de 24, 48, 72 o 96 horas. Esta

determinacion se designa como la concentracion letal media en el tiempo de exposicion.
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3. MATERIALES

CANTIDAD MATERIAL

24 Peceras de 2,5L

Pipeteadores

Balones aforados de 1000ml
Pipetas aforadas de 25mly 10 ml
Stand con 6 entrepafios

Mallas de recoleccion

Probeta de 1000ml

R ORI RN

4. PRINCIPIO DEL METODO

Las pruebas de toxicidad se realizan segun la metodologia CETESB, con el fin de exponer
individuos de 15 dias de nacidos a diferentes porcentajes de dilucion de una sustancia de interés
sanitario o de un vertimiento, determinandose la concentracion que afecta al 50 % de la
poblacion del organismo de prueba Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), causando su

muerte, en un tiempo determinado.

5. PROCEDIMIENTO

5.1 Preparacion de sustancias puras para pruebas de toxicidad agua
&« Preparar la cantidad de toxico requerido, segun los datos obtenidos estequiométricamente
en 1L de agua destilada en un balén aforado de 1000 ml, a partir de esto realizar 5
diluciones siguiendo un factor de 10. (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10).

5.2 Vertimiento
& Determinar el sitio de muestreo en la industria
% Realizar la caracterizacion fisicoquimica del agua residual, siguiendo los lineamientos de
la EPA, (DQO, OD, pH, conductividad, solidos suspendidos).
& Si es necesario efectuar un tratamiento a la muestra (filtracion, precipitacion,

centrifugacion) para facilitar el montaje de las pruebas de toxicidad.
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Mantener refrigerada la muestra por un tiempo no mayor a 12 horas.

& Preparar diluciones partiendo del 100% del efluente y a partir de ella preparar soluciones
de 20, 40, 60, 80 y 100% del efluente, diluyendo con agua declorinada a un volumen final
de 2000 ml.

% Realizar las pruebas toxicolégicas en un tiempo no mayor a 24 horas.

5.3 Montaje de la pruebas toxicoldgicas
& Colocar en un estante 24 peceras, distribuidos en cinco (5) concentraciones de las
respectivas soluciones (pruebas de sensibilidad, sustancia pura, muestra analitica y un

control de agua declorinada. (Figura 1)

e ()

e (o)

Concentracion 3

Figura 1: Bateria de ensayos




FACULTAD DE

INGENIERIA
AMBIENTAL Y UNIVERSIDAD DE LA SALLE
SANITARIA 4 i
Bogotéa - Colombia LBO2
LABORATORIO ACLIMATACION DE LA TRUCHA ARCO IRIS Pagina 5 de 8
DE BIOENSAYOS (Oncorhynchus mykiss) Versiéon 0

Adicionar la cantidad indicada al realizar los célculos de los diferentes porcentajes de
concentracion con ayuda de una pipeta graduada en las peceras mencionadas
anteriormente, siendo preparadas cuatro (4) replicas por concentracion, cada una con su

respectivo control.

Transferir a cada pecera 5 alevinos de trucha arco iris con ayuda de una malla,
aclimatados 15 dias previos a la prueba. Cada concentracion necesita 20 organismos y en
cada bateria de ensayo se utilizan 120 organismos. (ver figura 2)

Figura 2: Alevinos por pecera

Observar y tomar la lectura durante las 3, 6, 24, 48,72 y 96 horas de los peces muertos en
cada pecera, reportando los datos en el formato FLB002 “Registro de resultados por

muestra analizada”.

Realizar la medicién de parametros de control el pH y OD después de cada prueba,
tomando de manera aleatoria cualquier concentracion, con el fin de demostrar que la
manifestacion de los organismos expuestos se debe al efecto de las sustancias puras o

vertimientos y no a alteraciones de las caracteristicas fisicoguimicas de las mismas.

Registrar y reportar los datos en la siguiente tabla:
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: Total %
Concentracion Replicas muertos | Mortalidad | PH | OD | Dureza
A/B|C|D

Tabla 1. Formato FLB 002. Reporte de datos de bioensayos

& Este procedimiento se realiza hasta encontrar los rangos de concentraciones que produce
la muerte al 50% de los organismos, tanto para la realizacion de las pruebas definitivas de

sensibilidad como para sustancias puras y vertimientos.

5.4 Pruebas de Sensibilidad
&« Realizar las pruebas definitivas de sensibilidad con un patrén primario como es el
Dicromato de potasio, siguiendo la metodologia descrita anteriormente utilizando los

rangos establecidos segun los resultados en las pruebas preliminares.

& Los rangos de dicromato de potasio que producen la muerte al 50% de los organismos
estan entre 20 y 100 mg/L de dicromato de potasio. Con los resultados obtenidos entre
este rango determinar la concentracion letal media CLsg.g6 de cada prueba de sensibilidad

por medio del “Método Probit” (Protocolo LB03): “Andlisis de Regresion y analisis Probit”.

& Realizar una carta de control con los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad y
determinar la concentracion letal media (CLsp.9s) promedio para el dicromato de potasio,
asi como la desviacion estandar, sus limites superior (promedio +2(g)), e inferior

(promedio - 2(0)).

& Estos resultados corresponden al intervalo de la concentracibn en el cual varia la

respuesta de los organismos al toxico de referencia, con una confiabilidad del 95%.
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& La carta de control se debe realizar como minimo con 20 pruebas de sensibilidad con el

dicromato de potasio. Cada mes se genera una nueva carta de control. (Ver Figura 3)

3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
N° de organismos | N° de organismos | N° de organismos
Concentracién por pecera por pecera por pecera

A|B|C| D

A|B|C|D

A|B|C| D

Control
48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
N° de organismos | N° de organismos | N° de organismos
Concentracion por pecera por pecera por pecera

A|B|C| D

A | B |C|D

A|B|C| D

NO
Muertos

Total

N° %
Mortalidad

Control

Figura3: carta de control pruebas de toxicidad

5.5 Pruebas Definitivas

& Realizar las pruebas definitivas siguiendo la metodologia descrita anteriormente utilizando

los rangos establecidos segun los resultados en las pruebas preliminares.

& Reportar estos resultados en el Formato FLB002

& Obtener la concentracion letal media (CLso.g6) COn Su respectivo limite superior e inferior

con una confiabilidad del 95% por medio del “Método Probit” (Protocolo LB03).

& Realizar el andlisis de varianza (ANOVA) del resultado, con el procedimiento descrito en el

Protocolo LB04: “Analisis de Varianza
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5.6 Notas

a) La mortalidad en los controles no debe ser mayor al 10%.

b) Si la mortalidad en el control sobrepasa el 10%, esta prueba se considera no
representativa y se requiere la repeticién de la misma.

c) La concentracion de oxigeno medida en el bioensayo después de 96 horas debe ser
mayor de 2 mgl/l.

d) Se debe realizar semanalmente una prueba de sensibilidad con los rangos establecidos
del dicromato de potasio; el resultado de la concentracion letal media (CLso.gs) del tdxico
de referencia debe estar dentro de los limites superiores e inferiores establecidos en la
carta de control.
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Elaborado: Pedro Miguel Escobar Malaver

Yulie Andrea rivera Hoyos
Diana Alexandra Molina Trujillo
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