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RESUMEN

En el presente proyecto de bioensayos de toxicidad se realizan una serie de
siembras de sensibilidad con Dicromato de Potasio donde se estudian los
efectos fitotoxicos sobre la semilla Lactuca sativa, para registrar su
comportamiento frente al toxico y asi posteriormente evaluar el desarrollo y
crecimiento de la radicula y del hipocoétilo en la plantula, con el fin de

determinar la concentracion de inhibicion media del Boro y Cobalto (CEs).

A diferencia de la prueba tradicional de germinacion de semillas, la evaluacion
del efecto en la elongacion de la radicula y del hipocétilo de las plantulas
permite ponderar el efecto toxico de compuestos solubles presentes en niveles

de concentracion suficientes para inhibir la germinacion, pero que sin embargo
pueden retardar o inhibir alguno de los procesos de elongacién de la radicula o
del hipocétilo, dependiendo ello del modo vy sitio de accion del compuesto. De
esta manera, la inhibicibn en la elongacién de la radicula e hipocotilo
constituyen indicadores subletales muy sensibles para la evaluacién de efectos
biolégicos en vegetales, aportando informacion complementaria a la

proporcionada al estudiar el efecto en la germinacion.

Para finalizar y dandole una aplicabilidad a los ensayos fitotoxicos se decidi
analizar el comportamiento de la Lactuca sativa sobre un vertimiento de Boro y
Cobalto, proveniente de un vertimiento sintético a escala de laboratorio, para
evaluar su toxicidad, por lo que fue necesario realizar algunas pruebas
preliminares, para definir las definitvas con un total de 5 pruebas.
Posteriormente se efectud un pre-tratamiento, mediante precipitacion quimica
buscando no solo reducir la concentracion del metal en el vertimiento sino
también su grado de toxicidad para con la semilla, es decir la concentracion de
inhibicion media (CEsp), para este procedimiento se requirieron de 5 pruebas

también.

13



DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

ABSTRACT

In this project bioassays performed a series of plantings Potassium dichromate
sensitivity study where phytotoxic effects on Lactuca sativa L. seed to record
their behavior against the toxic and thus further evaluate the development and
growth of the radicle and hypocotyl in the seedling, in order to determine the

mean inhibition  concentration of boron and cobalt (EC50).

Unlike the traditional test for seed germination, the evaluation of the effect on
the elongation of the radicle and hypocotyl of seedlings can ponder the toxic
effect of soluble compounds present at levels
concentration sufficient to inhibit germination, but which nevertheless may delay
or inhibit any process of elongation of the radicle or hypocotyl, depending on
this mode and site of action of the compound. Thus, the inhibition of elongation
of radicle and hypocotyl are very sensitive sublethal indicators for assessing
biological effects on plants, providing additional information to that provided by

studying the effect on germination..

To end and giving the tests applicability phytotoxic was decided to analyze the
behavior of Lactuca sativa L. on a Boron and Cobalt dumping, dumping from a
laboratory-scale synthetic, to evaluate its toxicity, it was necessary to try several
preliminary, to define the final with a total of 5 trials. Subsequently conducted a
pre-treatment by chemical precipitation seeking not only to reduce the
concentration of metal in the discharge but also the degree of toxicity to the
seed, ie the mean inhibition concentration (EC50) for this procedure is required

to 5 tests as well.
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GLOSARIO

Agudo: Ocurre dentro de un periodo corto (minutos, horas o algunos dias) en

relacion con el periodo de vida del organismo de ensayo.

Agua residual: Desecho liquido proveniente de residencias, edificios,
instituciones, fabricas o industrias. (RAS 2000, titulo A, Capitulo A.12)

Andlisis fisico-quimico de agua: Son aquellas pruebas de laboratorio que se
efectlan a una muestra para determinar sus caracteristicas fisicas, quimicas o

ambas.

Bioensayo: Son herramientas de diagnostico utilizadas para determinar el
efecto de agentes fisicos/quimicos sobre organismos de prueba, bajo
condiciones experimentales especificas y controladas. Estos efectos pueden
ser evaluados por la reaccibn de los organismos (muerte, crecimiento,

proliferacion, multiplicacion, cambios morfoldgicos, fisiolégicos o histologicos).

Carta control: Gréfico utilizado para seguir cambios a través del tiempo del
punto final medido para un compuesto toxico de referencia. En el eje X se

Grafica el numero de ensayo, y en el eje Y, la concentracion téxica efectiva.

CEso/Clsp: Concentracion efectiva o de inhibicion media. Concentracion del
material en agua, suelo o sedimento que se estima afecta al 50% de los
organismos de ensayo. La CEsg y sus limites de confianza (95%) son

usualmente derivados de analisis estadistico.

Contaminante: Se determina como una sustancia extrafia, presente en un
sistema natural en una concentracion mas elevada de lo normal por causa de
actividad antropica directa o indirecta. También se le define como la presencia
de cualquier agente fisico, quimico o biolégico, en lugares, formas,

concentraciones y con una duracibn que sean nocivos para la salud, la

15



DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

seguridad o bienestar de la poblacion, o perjudiciales para la vida animal y

vegetal.

Dicromato de Potasio: (K>Cr,O7Es una sal de color intenso naranja, oxidante

fuerte, en contacto con sustancias organicas puede provocar incendios.

Germinacion: Se genera por medio del crecimiento del embrion una vez
superado el periodo de latencia y cuando las condiciones de temperatura, luz,
disponibilidad de oxigeno y agua son las adecuadas se desarrolla la plantula y

da comienzo el ciclo de vida.

Hipocotilo: Porcion del tallo de un embrion o de la plantula situado entre los

cotiledones y la radicula.

Lactuca sativa L. (Lechuga): Planta herbacea horticola, propia de las
regiones templadas, comestible que tiene una alta sensibilidad a la presencia

de agentes extrafios.

Protocolo: Es un conjunto de procedimientos explicitos para un ensayo o
experimento, de acuerdo con lo establecido entre las partes y descrito en un

documento.

Radicula: Extremo basal del eje embrionario, raiz originada en la semilla 'y que

dard la raiz primaria.

Toxico: Sustancia quimica que dependiendo de la concentracion y tiempo de
exposicion produce alteraciones bioquimicas, fisiologicas, estructurales o la

inhibicion del organismo expuesto.
Toxicidad aguda: Efecto adverso (letal o subletal) expuesto a los organismos

de ensayo en pruebas durante un periodo de exposicion (usualmente de pocos

dias) del material de ensayo.
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Téxico de referencia: 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.
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INTRODUCCION

Los procesos de contaminacién que aquejan a la humanidad estan ligados al
crecimiento de la poblacion mundial y el aumento y diversificacidon de las
actividades del hombre, generando vertimientos de origen industrial o
municipal, residuos agricolas, drenajes de minas y lixiviados de rellenos
sanitarios los cuales son liberados al medio ambiente sin ningun control o por
fuentes difusas a través de la erosion. Estas fuentes de contaminacion pueden
contener sustancias potencialmente téxicas para la biota acuatica deteriorando
no solo a la salud humana si no también las condiciones en que sobreviven
plantas y animales, con respecto a cambios en su reproduccion, desarrollo,

comportamiento o supervivencia.

El deterioro ambiental se hace mas preocupante en el agua, pues es un
insumo béasico para la subsistencia de todo organismo vivo y para las

actividades productivas del hombre.

Un instrumento alternativo y que complementa los tradicionales analisis
quimicos para la determinacién de toxicidad de muestras ambientales es la
utilizaciéon de bioensayos, ya que los organismos vivos presentan algunas
respuestas a niveles peligrosos de cualquier sustancia quimica o mezcla

compleja de téxicos presentes.

Los bioensayos in vitro han ganado aceptacion en las estrategias de
biomonitorizacién, fundamentalmente por que los resultados son
ambientalmente sostenibles, econdmicamente viables y socialmente

aceptables.

Uno de los objetivos principales de este trabajo fue desarrollar un método de
analisis sencillo, eficaz y econdmico para evaluar la toxicidad de diferentes
compuestos toxicos en agua, basandose en una técnica donde se usan

semillas de vegetales y no se requiere personal ni equipos especializados.
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JUSTIFICACION

El aumento en las descargas de los vertimientos con diferentes mezclas de
contaminantes como son los metales pesados de procesos industriales los
cuales son vertidos en alcantarillado publico o en cuerpos de agua o medios de
afectacion por su biodiversidad en fauna y flora, asi generando indices de
contaminacion y afectacion a la salud casi dafios inmediatos, mutaciones y

llegando a la inhibicion de las semillas presentes en el medio.

Con el fin de garantizar la proteccion de estos medios y las semillas expuestos
en los mismos, se establece el potencial toxico de las sustancias estudiadas
durante esta investigacion. Con el fin de determinar el potencial toxico se
desarrollaron 50 bioensayos con las respectivas sustancias de la investigacion
y los bioindicadores, estos generan efectos visibles en el desarrollo de los
bioindicadores durante la exposicién indicando hasta cuales niveles los
ecosistemas pueden soportar la influencia de los contaminantes sin generar
una inhibicion de mas del 50% de las semillas expuestas y asi dando posibles
soluciones ambientales para la reduccion de la contaminacion en este medio;
coayudando al sector agricola de herramientas técnicas en las tomas de

decisiones a estos danos.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar la Concentracion de inhibicibn Media (CEsp) producida por el Boro
(B) y Cobalto (Co) en la especie de semillas de lechuga (Lactuca sativa)

mediante ensayo de toxicidad.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Realizar pruebas de sensibilidad, con Dicromato de Potasio (K.Cr,07), en
las semillas Batavia (L&ctuca sativa) determinando la concentracion de

inhibicion media en 120 horas.

e Determinar la Concentracion de inhibicion (CEsp.120) del Boro y Cobalto

sobre la especie de semillas de lechuga (Lactuca sativa L.).

e Determinar la Concentracion de inhibicion (CEso.120) del Boro y Cobalto
sobre la especie de semillas de lechuga (Lactuca sativa L.), en un

vertimiento sintético.
e Realizar el pre-tratamiento a nivel de laboratorio y andlisis fisicoquimicos

para los vertimientos de la industria reduciendo la concentracion de

inhibicion media de Boro y Cobalto.
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2. MARCO TEORICO

2.1 INVESTIGACIONES EN EL ORDEN AMBIENTAL

Para el estudio de las generalidades del presente proyecto de investigacion, se
hizo referencia a los monitoreos ambientales que permiten establecer las
formas mediante las cuales se liberan los compuestos y determinar cual es su
destino en el ambiente. Es un procedimiento para detectar la presencia y
cuantificar las concentraciones de los contaminantes en los diferentes
compartimentos, incluyendo al aire, agua, suelo y sedimentos. Un buen
monitoreo ambiental debe considerar un muestreo representativo, técnicas
adecuadas para la colecta y preservacion de las muestras, asi como métodos
apropiados de extraccién y andlisis, siguiendo practicas estandarizadas en el
laboratorio.

El monitoreo bioldgico, desde el punto de vista de la ecotoxicologia, consiste
en evaluar los efectos adversos de los contaminantes sobre los individuos,
poblaciones, comunidades y ecosistemas que han estado expuestos. En este
sentido, se pueden aplicar pruebas en el laboratorio o realizar estudios en

campo.

Usualmente las pruebas en el laboratorio involucran la administracion de un
compuesto como tal a una poblacion de una especie particular en condiciones
controladas. En este tipo de ensayos la poblacién en estudio es aislada de las
interacciones con otros organismos, compuestos y factores ambientales, es
decir, se utiliza un sistema abreviado que permite conocer con mayor facilidad
los efectos atribuibles a una sustancia. Sin embargo, no es sencillo extrapolar
los resultados obtenidos a las condiciones que se presentan en la naturaleza.
Una mayor aproximacion de estas pruebas a las condiciones reales puede
alcanzarse si los organismos son expuestos a muestras ambientales o
extractos de las mismas. En los estudios de campo se evalUan los impactos
de los contaminantes sobre los organismos que representan varios niveles

troficos en el ecosistema, bajo las condiciones reales que se presentan en el
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ambiente. Se considera por lo tanto el efecto de todas las sustancias
presentes y sus interacciones aditivas, sinérgicas o antagonicas, asi como los
efectos de los factores climaticos y abidticos, tales como la temperatura,
contenido de oxigeno, pH, humedad, aireacién, salinidad, radiacion solar, etc.
En estos estudios se miden los cambios en las poblaciones que se desvian
de la normalidad; no obstante, en muchos casos es dificil conocer con
exactitud cual es la variacion natural que se presenta en estas poblaciones,

tanto en el tiempo como en el espacio.

2.2 PLANTAS INVOLUCRADAS EN EL MANEJO DE LA INVESTIGACION

Las plantas vasculares se han constituido como una excelente herramienta de
diagnéstico para la evaluacion del riesgo ambiental ya que son parte integral
del ecosistema. Estas son ampliamente utilizadas en ensayos de toxicidad por
ser organismos eucarioticos, y por lo tanto mas comparables a la mayoria de
las especies de la flora y la fauna superiores. Ademas constituyen una eficiente

herramienta de trabajo para medir alarma de peligro ambiental.
2.2.1 Léctuca Sativa L. (Lechuga)

Pertenece a la clase dicotiledénea, esto se debe a que poseen cascara o
cubierta, tienen dos hojas seminales las cuales salen casi siempre de las
semillas y aparecen en apice del llamado eje hipocétilo; tiene un eje radical
bien desarrollado la cual fija y sostiene la planta sobre la tierra. La familia a la

cual pertenece esta planta es Compositae y su género es Lactuca.

Todas las variedades de lechuga domeéstica pertenecen a la especie Lactuca
sativa L. Dentro de la familia Compositae, aparecen otras especies como los
girasoles (Helianthus agnus L), la cerraja (Sonchus oleraceus), el diente de
ledn (Taraxacum officinale), y la alcachofa (Cynara scolymus), entre otras. El

ovario es unicelular y su tnico évulo madura en forma de semilla.’

1 Parker Rick. La ciencia de las plantas. Madrid: Paraninfo, 2000. p. 46
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2.2.2 Semillas

A medida que el huevo del ovulo fertilizado se va desarrollando para formar un
embrion, las paredes del Ovulo van evolucionando para fertilizar en una
envoltura seminal, dentro de la cual se encuentra la semilla. La semilla es la
unidad de diseminacion necesaria para la formacion de la nueva planta. Aporta
proteccion contra los factores adversos y contra la desecacion y ademas,
suministra alimento para que esta planta joven pueda crecer hasta que pueda

elaborar por si misma su propio alimento.
2.2.2.1 Estructura de las semillas

Las semillas estan formadas por una capa externa o cubierta, generalmente
dura, sélida y lefiosa, dentro de la cual se encuentra ubicado el embridn. Las
semillas normalmente disponen de un Unico embrién, aunque a veces pueden
tener mas de uno. Las semillas se desarrollan a partir de la fertilizacion del
huevo en el 6vulo del ovario floral, estas presentan una forma oval o globular, y
su tamafio puede variar. También varian enormemente en cuanto a olor,
textura, longevidad, formas de propagacion y cantidad de alimento que
almacenan en su interior.

Las semillas sirven como vehiculo para la reproduccion sexual de las plantas

angiospermas. La semilla presenta una planta en miniatura (embrién) que a su

vez se divide en epicétilo e hipocotilo.

Figura 1. Estructura de las Semillas

Cubierta seminal Cubierta seminal
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N/ Cotiledones — i
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Epicétilo
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Consultar en linea: http://www.canariculturacolor.com

2. Moore, R., Botany. 2ed; McGraw-Hill. 1998.
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El epicétilo formara todas las partes de una planta que se sitian sobre el primer
nudo del tallo, y el hipocotilo formaré todas las partes inferiores del tallo y las
raices.

El embridén se rodea de alimento almacenado y de una cubierta envolvente final
denominada envoltura seminal. Las semillas al disponer de gran suministro tan
importante de nutrientes almacenados, explica el valor tan alto que se le da
para la alimentacion humana y animal. La dura cubierta de la semilla protege a
la diminuta planta que hay en el interior para hacer frente a las adversidades

fisicas y a la pérdida de la humedad.
2.2.2.2 Proceso de Germinacion

La germinacién de una semilla se define como la emergencia y el desarrollo, a
partir del embrion, de todas aquellas estructuras esenciales que son indicativas

de su habilidad para producir una planta normal bajo condiciones favorables.

Figura 2. Proceso de Germinacién
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Fuente: consultar en linea en la pagina: www.educa.aragob.es
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Este proceso de germinacion en plantas tiene lugar cuando la envoltura
seminal se reblandece por accion del agua, en un momento en que la
temperatura se hace favorable. EI embridon recibe nutrientes para su
crecimiento a partir del alimento almacenado dentro de la semilla. El hipocétilo
crece en sentido ascendente, fuera del suelo, para formar los tallos y las hojas,
mientras que las porciones inferiores del hipocotilo crecen profundamente

dentro del suelo, para formar las raices.

El cotiledén u hoja de la semilla es la hoja primaria del embrién. En las plantas
monocotileddneas, el embridn presenta una sola hoja seminal; mientras que en
las plantas dicotiledéneas, como es el caso de las gramineas, el Unico
cotiledén permanece dentro de las semillas actuando como érgano digestivo
para el embrion. Los cotiledones de las dicotiledoneas se encuentran
normalmente desalojados fuera de las semillas en el momento de la
germinacion y alcanzan la superficie del suelo cuando adquieren un color verde
actuando ya como hojas verdaderas. En algunas dicotiledoneas permanecen
por debajo de la superficie y simplemente se limitan a suministrar alimento

almacenado para la planta joven.?
2.2.2.3 Etapas del proceso de germinacion

Para que se dé un proceso de germinacion aceptable, la semilla tiene que

pasar por las siguientes etapas o procesos de desarrollo:

« Inhibicion: Esta etapa se refiere al consumo de agua por parte de la
semilla y se tienen en cuenta parametros como velocidad de adsorcién
de las semillas, la permeabilidad de la cubierta o cascara de la semilla al
agua, temperatura, area de contacto de la semilla con el agua,
composicion quimica, madurez de la semilla y edad de la semilla.

. Digestion: los materiales de almacenamiento se encuentran en las

semillas secas en forma insoluble e inmévil.

3 Ibid., p. 47
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El eje embrionario posee solamente una pequefia cantidad de alimento que le
permite reiniciar la division y elongacion celular. Posteriormente, se requiere de
la movilizacion de alimento desde los tejidos de reserva (endospermo,

cotiledones o perispermo) hacia los puntos de crecimiento del embrion.

« Movilizacion y transporte de alimento: este es el proceso mediante el
cual las substancias digeridas se mueven de las células de

almacenamiento a los puntos de crecimiento del eje embrionario.

« Asimilaciéon: en esta etapa los alimentos digeridos se transforman en
substancias vivas (protoplasma) antes de ser utilizadas en los procesos

de crecimiento.

« Respiracion: Las células toman oxigeno del aire y del agua utilizandolo

en procesos oxidativos para producir energia en forma de calor.

« Crecimiento: Este proceso se inicia en las semillas que germinan
mediante la elongacién y division celular (mitosis). La parte del embrion

donde el crecimiento se inicia primero varia con las especies, pero en su

, . , 4
gran mayoria comienza en la radicula.

2.2.2.4 La plantula

Este término se refiere al estadio mas joven de una planta, que va desde la
aparicion de la radicula hasta la total liberacion de las estructuras protectoras,
la separacion de los cotiledones y el alcance a una altura de 50cm

aproximadamente.

Germinadas las semillas, el proceso de crecimiento se observa claramente en

partes de la plantula como lo son la raiz, el hipocétilo y los cotiledones.

4. Gémez M. Fernando. Germinacién de semillas y evaluacion de plantulas. Colombia: Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), 1972. p. 2-3
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La raiz es la porcién de la planta, subterranea y oculta, la cual no solo
proporciona agua y nutrientes, sino que brinda anclaje y soporte a la planta, en
algunas semillas la protrusion de la raiz coincide con la lixiviacion de diversas
sustancias, olores caracteristicos y cambio de color en zonas de la cubierta
seminal o en toda la cubierta. Hipocdtilo, es la parte del eje de la plantula que

se extiende del cuello de la raiz al nudo cotiledonar, morfolégicamente es la

.., , . . 5
zona de transicion entre la raiz y el hipocotilo.

Los cotiledones, son las minldsculas hojas en donde se dan procesos de
almacenamiento o fotosintesis en las primeras etapas de desarrollo de las
plantulas; esta parte de las plantas en su primera fase de crecimiento, varian
en formas, tamafo y grosor, hay que resaltar que los cotiledones verdes son

comunes en muchas semillas.

2.3 TOXICOLOGIA

Esta considerada como una ciencia que estudia los efectos nocivos que
pueden llegar a causar agentes fisicos, quimicos o biologicos sobre
organismos y las alteraciones en la estructura y respuesta de los organismos

vivos que resultan afectados por el contacto de estos agentes.

Incluye, ademas, la aplicacion de los hallazgos de estos estudios para la
evaluacion de la seguridad y prevencion del dafio al hombre y a todas las

formas de vida.6

La toxicologia esta basada a partir de dos puntos de vista, uno es cualitativo y
el otro cuantitativo. EIl estudio cualitativo de los efectos tdxicos tiene como
objetivo establecer la naturaleza de dichos efectos, incluyendo su mecanismo

de accién molecular, bioquimico o celular.

5. Ibid., p. 6-7

6. Vallejo Rosero, Maria del Carmen. Toxicologia ambiental: fuentes, cinéticay efectos de los
contaminantes. Bogota D.C.: Guadalupe Ltda., 1997. p 13
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El estudio cuantitativo de los efectos téxicos sobre organismos, tiene como
finalidad determinar la relacién dosis- respuesta, permitiendo asi establecer las

interferencias entre el nivel de exposicion y la extension de los efectos toxicos

_ . 7
en un determinado organismo o poblacion.

2.3.1 Compuesto Toxico

Se considera como una sustancia que llega a ser potencialmente nociva y que
es capaz de causar dafios a un sistema biologico, interfiriendo su
funcionamiento normal o provocando la muerte. La definicibn de sustancia
toxica se puede llegar a tomar general para cualquier sustancia, ya que todas
las sustancias poseen la capacidad de perjudicar un sistema biologico, esto si
la dosis es superficialmente alta.

Los parametros mas utilizados para comparar los efectos toxicos de distintos
compuestos son: Dosis letal media (DLsp) y Concentracion Letal Media (CLsg)

definidos como:

2.3.1.1 Dosis Letal Media (DLsp)

Se expresa en miligramo de la sustancia por kilogramo del organismo expuesto
(mg/kg), o dosis que estadisticamente produce la muerte a la mitad de la
poblaciéon de organismos de laboratorio expuesta de forma aguda a un

compuesto.

2.3.1.2 Concentracién Letal Media (CLso)

Se define como la concentracion obtenida por estadistica de una sustancia, de
la que puede esperarse gue produzca la muerte, durante la exposicion o en un
plazo definido después de ésta, al 50% de los animales expuestos a dicha
sustancia durante un periodo determinado. El valor de la CLsy se expresa en

peso de sustancia por unidad de volumen de (miligramos por litro, mg/l).

7. Moreno Grau, Maria Dolores. Toxicologia ambiental. Principios de Toxicologia. Madrid: Mcgraw Hill,
2002.p 2
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Aunque estos pardmetros son Utiles para establecer comparaciones entre
distintos compuestos, en modo alguno da idea del rango completo de efectos
adversos que un compuesto puede producir.®

Se debe tener en cuenta que la accion téxica de una sustancia depende de las
caracteristicas de esta. Por otra parte se debe considerar las condiciones, vias
de entrada, las caracteristicas y situacién del organismo que esta expuesto.

Por estas razones una sustancia puede ser inocua por una via y sin embargo
por otra puede llegar a ser muy peligrosa. Una misma sustancia en una cierta
dosis y/o concentracion puede no tener efecto alguno, en otra dosis puede ser
beneficiosa y en otra puede resultar fatal (dosis letal).

2.3.1.3 Concentracion de Inhibicion Letal Media (CEsp).

Concentracion estadisticamente derivada de una sustancia quimica en el que,
segun se puede pronosticar, causard un efecto no letal definido del 50% de
una poblacion dada de semillas bajo un conjunto definido de condiciones

experimentales.
2.3.1.4 Clasificacion de los Agentes Toxicos.

Los agentes toxicos se pueden clasificar de varias maneras:

» Por su origen.

e Vegetales. El reino vegetal esta lleno de muchos y variados toxicos entre
ellos tenemos: la nicotina y morfina.

e Animales. Entre los venenos de animales figuran entre otros, el veneno
de la serpiente, de insectos y anfibios.

Los toxicos ambientales pueden igualmente clasificarse de acuerdo con su
origen en:

- Vegetales: Algas y polen.
- Animales: Excremento humano y animales.

- Minerales: Metales, asbesto presente en las minas, nitratos en las
aguas.

8. Vallejo Rosero, Op. Cit., p. 7
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» Por su estado fisico.
Gases, vapores, nieblas; gas natural, gas propano, acetileno, entre otros;
liquidos volatiles y no volatiles. La mayoria de solventes son volatiles; solidos;

polvos, particulas; semi-lodos por ultimo lodos.
» Por su estructura quimica.

De acuerdo con su estructura quimica, es decir, se tiene en cuenta su funcion
quimica, acidos, alcalis, alcoholes, aminas, aldehidos, éteres, hidrocarburos,

fenoles, etc.

» Por efecto que produce en la semilla.

De efecto local: Es aquel que se produce al primer contacto con la semilla; el
dafio esta circunscrito al lugar de contacto entre la semilla y el agente toxico.
Generalmente son tdxicos gaseosos, vapores de liquidos volatiles o sustancias
altamente corrosivas las que producen alteraciones de la piel.

De efecto sistémico: Ocurre en distintos lugares de aquel por el que el agente
toxico penetro en el cuerpo, es decir, debera ingresar al interior de la semilla a

través de las diferentes vias; requiere absorcion de distribucion del toxico en la

.9
semilla.

2.3.2 Tipos de Exposicion.

La exposicibn ambiental a un contaminante se caracteriza por la ruta de
administracion y la dosis recibida, que depende de la concentracién del
contaminante, la frecuencia y la duracion del contacto.

Las principales rutas de administracion con relevancia medioambiental son la
via oral, la inhalacion y la penetracion cutanea.

Las rutas de administracion pueden influir considerablemente sobre la toxicidad
del compuesto, pues de ellas depende la concentracion que éste alcanza en el

organo en el que ejerce sus efectos toxicos.

9. Vallejo, B; Maria, C (2007) Toxicologia Ambiental; ED. Grupo Empresarial Wills Ltda.
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La comparacién de la dosis y el grado de absorcion; letal media, LDsy se
observa por distintas rutas de administracion para un mismo compuesto; sirve

para identificar diferencias entre ellos.

Otro factor a considerar en la definicion de la exposicion de la forma de
administracion, es decir, el disolvente en el que se encuentra disuelto el
contaminante, en las exposiciones medioambientales; el medio de
administracion es practicamente siempre el agua. Es necesario tener en
cuenta, sin embargo, cual es la via de administracibn en los ensayos de
toxicidad empleados para caracterizar el contaminante, ya que las diferencias
entre el medio pueden repercutir significativamente sobre el grado de

absorcion.

Por lo que respecta a la duracion y frecuencia de la exposicién, puede

distinguirse entre exposicion aguda y repetida, que a su vez puede ser sub-

aguda, sub-crénicay crénica.™®
2.3.2.1 Exposicién Aguda

Con una duracion inferior a veinticuatro horas, consiste por lo general en una
Gnica administraciéon del compuesto. Segun la ruta de administracion pueden
existir distintas modalidades de exposicién aguda. En la ruta por inhalacion, la
exposicion aguda consiste en la administracion continua del compuesto durante

un periodo de duracion inferior a 24 h.

En la via oral, la exposicién aguda suele consistir en la administracion de una
sola dosis por alimentacién o suministro forzado en animales o especies de
ensayo, mientras que en la via cutanea la exposicion aguda consiste en la

aplicacion directa sobre la piel del agente estudiado.

10 Moreno Grau, Maria Dolores. Toxicologia ambiental, evaluacién de riesgo para la salud humana.
Espafia: Mc Graw.Hill, 2003. p. 5-6

31



DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

2.3.2.2 Exposicion Cronica

Esta clase de exposicion se refiere al contacto que puede llegar a tener un
organismo con una sustancia de caracter toxico. Esta se produce cuando hay
un largo periodo de exposicion (mas de 1 afio en el caso de los seres

humanos).

2.4 ECOTOXICOLOGIA AMBIENTAL

Para entrar en el tema de ecotoxicologia hay que conocer la definicion de
toxicologia ambiental, ya que con este concepto se inicié todo lo referente a lo
que hoy es una ciencia, la cual estudia los efectos de los componentes toxicos
sobre el medio ambiente.

La toxicologia ambiental, es aquella que concierne con los efectos dafiinos de
las sustancias quimicas o agentes toxicos que estan presentes en el aire, agua,
suelo, alimentos u otros factores ambientales y a los cuales estan expuestos el
hombre, animales domésticos, peces, vida silvestre y otros elementos de la

biota. Es decir, se aboca en el estudio de los efectos adversos de los agentes

. . . 11
ambientales sobre los organismos Vivos.

Esta rama de la toxicologia propone el estudio principalmente de la exposicién
a contaminantes en un rango de concentraciones relativamente bajas, pero
durante largos periodos de tiempo. Afortunadamente, en situaciones de

exposicibn medioambiental rara vez deben utilizarse parametros propios de la

toxicidad aguda, como la dosis letal media.*?

Como otras ciencias, tiene una parte pura, basica o fundamental, y otra
aplicada. Esta permite evaluar la importancia de los atentados que la
contaminacion produce en los ecosistemas, e intenta prever las consecuencias

futuras de la accion de contaminantes aislados o conjuntos.

11. Cantu Martinez., Pedro Cesar. Revista Toxicologia Nociones Generales. México: Editorial Diana;
2000. Consultar en linea: www.respyn.uanl.mx

12. Vallejo Rosero, Op. Cit.,,p 3
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La ecotoxicologia aplicada tiene como objetivo el desarrollo de protocolos de
ensayo para ser utilizados como herramientas de prondstico temprano que
permita definir limites permisibles, con niveles de incertidumbre aceptables, y

sirvan de guia para la toma de decisiones.

En consecuencia, la ecotoxicologia trata de prever, evaluar e incluso de
contribuir a la recuperacion del trastorno producido por la llegada de una

sustancia tdxica a un ecosistema.

Las sustancias ecotdxicas son aquellas que al ser liberadas en el ambiente
producen un impacto ambiental significativo, de naturaleza reversible o
irreversible, debido a procesos conocidos de toxicidad, bioacumulacion,
persistencia y residual. Por consiguiente la ecotoxicologia no se enfoca a que
cierto agente haga desaparecer a la mitad de los individuos de una especie,
sino a determinar el impacto ecolégico que produce, ya que muchos

contaminantes no tienen efectos sobre los organismos individualmente, pero su

. L . 13
consecuencia ecologlca es dlgna de tenerse en cuenta.

La respuesta de posibles riesgos ecoldgicos frente a la exposicidn, se realiza
mediante pruebas o bioensayos ecotoxicoldgicos principalmente desarrollados
en organismos de una determinada poblacion, obteniendo asi, respuestas del
dafio a la biota y ecosistemas de manera répida, aun cuando algunas
sustancias altamente toxicas no puedan ser detectadas por analisis rutinarios
(andlisis fisicoquimicos) ya que sus caracteristicas son tan complejas que son
casi imposible detectarlas y por ende es dificil pronosticar el efecto en el
ecosistema, suministrando la evidencia de los posibles efectos acumulativos en

las cadenas tréficas, alterando la cadena alimenticia presente en el

ecosistema.14

13. Repetto, Manuel. Toxicologia avanzada. Madrid: Diaz de santos S.A.; 1995. p. 150

14. Capo Martin, Miguel. Principios de Ecotoxicidad. Barcelona: Mc Graw Hill; 2002. p 2-5
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2.5 ENSAYOS DE TOXICIDAD O BIOENSAYOS

Los ensayos biologicos son herramientas de diagnostico adecuadas para
determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre semillas de prueba
bajo condiciones experimentales especificas y controladas. Estos efectos
pueden ser tanto de inhibicion como de magnificacion, evaluados por la
reaccion de los semillas, tales como muerte, crecimiento, proliferacion,

multiplicacion, cambios morfolégicos, fisiolégicos o histologicos.

De manera general, los ensayos, también llamados pruebas de toxicidad,

pueden ser definidos de acuerdo con:

» Su duracion: corto, mediano o largo plazo.

» El método utilizado para incorporar la muestra al sistema de ensayo:

estatico, con renovacion, de flujo continuo.

» El propésito para el cual son utilizados: control de calidad de vertidos,
evaluacion de compuestos especificos, toxicidad relativa, sensibilidad
relativa, etcétera.

Los efectos pueden manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras sub-
celulares o sistemas de enzimas, hasta semillas completas, poblaciones o
comunidades. Por tanto, la toxicidad ser& la capacidad de una sustancia para
ejercer un efecto nocivo sobre las semillas o la biocenosis, y dependera tanto
de las propiedades quimicas del compuesto como de su concentracion, segun
sea la duracion y frecuencia de la exposicion al toxico, y su relacion con el ciclo

de vida de la semilla; las pruebas podran ser de tipo agudo o crénico.

Los resultados de los bioensayos se refieren, en primer lugar, a las semillas
usadas en el ensayo y las condiciones estipuladas en el procedimiento de
prueba. Un efecto nocivo evaluado por medio de ensayos bioldgicos
normalizados puede indicar niveles de peligrosidad trasladable y asimilable a

semillas que forman parte de los sistemas naturales y la biocenosis.
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En principio, se debe considerar que no existe ninguna semilla ni biocenosis
que pueda ser usado para evaluar todos los efectos posibles sobre el
ecosistema bajo las diversas condiciones abidticas y bidticas presentes.
En la préactica, solamente unas pocas especies (especies modelo), que

representen funciones ecolégicas relevantes, pueden ser ensayadas.*®

En la realizacion de pruebas de toxicidad o bioensayos se pueden llegar a
encontrar tres clases de variables a determinar, estas son: cualitativas,

cuantitativas discretas y por ultimo las cuantitativas continuas.

Las cualitativas evallan aspectos como: clases de especies que mueren por la
exposicion o las que viven a esas condiciones de toxicidad. Por otra parte las
cuantitativas discretas determinan variables de las semillas expuestas como
namero de especies que llegan a morir 0 porcentaje de especies muertas. Por
altimo estan las cuantitativas continuas, en esta se determina la reduccion del

crecimiento en longitud o peso.

En el caso de las variables cualitativas, debido a sus caracteristicas, es muy
dificil establecer relaciones cuantitativas con la dosis y, en general, se disefian

. o 1
los experimentos de manera tal para evaluar respuestas cuantitativas. 6

Se puede utilizar tres formas de evaluacion toxica, las cuales se emplean de
las siguientes formas: observacion, estudio de exposiciones ocupacionales y
accidentales, manejo experimental y procesos de bioensayos con semillas

expuestas a los agentes toxicos.

15 Lopez, J; Bayona, A (2007) Ensayo de Toxicidad Aguda al Influente la PTAR de la Calera Mediante la
Utilizacion de Semilla Lactuca Sativa L, y Propuesta para su Utilizacibn como Agua de riego para cultivos.
UniSalle.
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Observando las mediciones de efectos toxicos por sustancias quimicas en los
humanos se generan complejas investigaciones prospectivas o retrospectivas,
es importante mencionar lo esencial de la informacion epidemioldgica, a nivel
ambiental se utiliza la experimentaciéon con diferentes semillas pertenecientes
al medio acuaticos, generalmente representantes importantes de la cadena

trofica.
2.5.1 Criterios Generales de Seleccion.

La seleccién de material biolégico (semillas), se efectia directamente de las
opciones requeridas en la toxicoldgica, la informacion genética de las semillas,
caracteristicas de cada una de las especies y el manejo adecuado de equipos

con su respectiva capacitacion para el adecuado analisis.

Los ensayos de toxicidad son de gran importancia ya que son relativamente
simples, rapidos y econdmicos, también permiten establecer los limites
permitidos para los distintos contaminantes, evaluar el impacto de mezclas
sobre las comunidades de los ambientes que las reciben y comparar la
sensibilidad de una o mas especies a distintos téxicos o a diferentes

condiciones para el mismo téxico.

Es util para la investigacion basica del fendmeno de toxicidad, establecer
criterios o patrones de calidad de aguas superficiales o efluentes, la evaluacion
del impacto ambiental y del riesgo ecolégico asi como el monitoreo de las
condiciones de un cuerpo de agua. Ademas se necesitan implementar estos
ensayos biolégicos para obtener informacion adicional sobre riesgos
potenciales, incluyendo efectos tdxicos como generacibn de cancer,
malformaciones, desérdenes de conducta, efectos acumulativos, antagonismos

y sinergismos.

16 Rossini, D; Diaz, M; Pica, Y. (2004) Conceptos Generales.
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2.5.2 Toxicos de Referencia

Para la realizacidon de las pruebas biologicas, se debe tener como base para el
estudio, un téxico de referencia el cual es un compuesto quimico organico o
inorganico; este es utillizado para controlar la calidad analitica de los

organismos expuestos en las pruebas.

En la etapa inicial del montaje de los métodos de prueba debe seleccionarse un
compuesto soluble, de pureza = 99%, al cual se le realicen pruebas
preliminares de toxicidad para la especie determinada de estudio, 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 toxico de referencia, debe ser expresada
a través de valores de CLso/CEso; es de utilidad para el control del estado
fisiolégico de los organismos empleados y sirve de evidencia para demostrar la

estabilidad de la respuesta bioldgica.

En la literatura se mencionan muchos compuestos que pueden emplearse
como toxicos de referencia; la US EPA (1993) cita el empleo de cloruro de
sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCl), cloruro de cadmio (CdCl,), sulfato de
cobalto (CuSQ,), dodecil sulfato de sodio (SDS) y dicromato de potasio
(K2Cr,05). Otras agencias, como Environment Canada, recomiendan al Zinc (I1)
como toxico de referencia inorganica y fenol para sustancias organicas; sin

embargo, estos compuestos pueden sustituirse por otros, dependiendo de la

especie de prueba y los puntos finales medidos. 18

2.5.3 Pruebas de Sensibilidad

Los cambios en el estado fisiolégico del cultivo de ensayo pueden ser
detectados mediante la evaluacion periédica de la respuesta de los individuos a

un determinado toxico de referencia. Aunque existen varios téxicos
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recomendados, uno de los mas utilizados es el cromo (Cr IV) a partir de
Dicromato de potasio (K.Cr,0O;). Para determinar si la sensibilidad del cultivo es
la adecuada, es necesario previo a iniciar las pruebas rutinarias, evaluar la

respuesta de los organismos ante la exposicion al toxico de referencia.

La concentracién en la cual se produce la muerte del 50% de la poblacion
(CLso/CEsp) debera encontrase dentro del intervalo previamente establecido.

Para definir este intervalo es necesario realizar por lo menos 5 pruebas con el
toxico de referencia. Con estos datos se inicia la construccion de la carta
control, que debera completarse con la informacion generada en nuevas

evaluaciones.

A partir de estos resultados, se determina la CLso promedio para la sustancia,
asi como la desviacion estandar (o) de la CLso. Los limites superior (Promedio

+ 20) e inferior (Promedio — 20), corresponderan al intervalo de concentracion

. . o : 19
en el cual varia la respuesta de los organismos al téxico seleccionado.

2.5.4 Carta Control

La carta 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 téxico de referencia, con un margen de

confianza del 95%.

Esta carta es el medio de referencia para evidenciar el control de la sensibilidad
de la especie empleada, de la estabilidad de la respuesta bioldgica y de la
exactitud de los resultados obtenidos.

La carta control se genera a partir de los resultados de pruebas sucesivas al
toxico de referencia seleccionado, para el cual se obtiene el valor de la
concentracion de efecto medio CLso/CEsy.

18 — 19 Ibid., Aseguramiento y Control de Calidad de Bioensayos. p. 132- 133-
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Inicialmente ésta puede ser construida con un minimo de cinco datos y
posteriormente se debe continuar realizando ensayos con el téxico para

ingresar mensualmente nuevos valores hasta completar una serie de veinte

20
resultados.

Los valores se van integrando a manera de puntos en un grafico que relaciona

El numero de ensayos, ubicado en el eje X o abscisa, y el valor de la
concentracion de efecto medio CLso/CEsg, en el eje Y u ordenada.
Posteriormente, los valores son empleados para el célculo del valor promedio y

la desviacion estandar (o) de la poblacién de datos.

Con estos pardmetros estadisticos se calculan los valores limite (superior e
inferior) que definen el intervalo de variaciobn aceptable o intervalos de
confianza (95%) en el que deberan encontrarse los valores de CLso/CEsg

obtenidos para futuros ensayos con el toxico de referencia.

La carta control es utilizada para evaluar la tendencia de los resultados, por lo

gue el promedio acumulado y los limites de confianza son recalculados con

cada nuevo dato obtenido. 21

2.5.5 Aspectos que se evaltan (CLso/CEso/Clsg, NOEC, LOEC)

El objetivo de un ensayo de toxicidad en una muestra de agua, efluente o
compuesto puro, es estimar la concentracion segura 0 concentracion a la cual
no se observa efecto; sin embargo, este término es mas un concepto biolégico
que un resultado estadistico, por lo que los resultados aqui utilizados seran: la
concentracion mas alta a la cual no se observa efecto (NOEC); la

concentracion mas baja a la que se observa efecto (LOEC);

20. Ibid., Aseguramiento y Control de Calidad de Bioensayos. p. 133

21. Bulus Rossini, Gustavo Daniel; Diaz Baez, Maria Consuelo; Pica Granados, Yolanda; Aseguramiento
y Control de Calidad de Bioensayos. Diciembre  2006.
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La concentracion efectiva (CE) correspondiente a una estimacion de la
concentracion del téxico que puede causar un efecto adverso observable,
mediante una respuesta discreta en un porcentaje dado de organismos;
concentracion letal (CL), la cual corresponde a la concentracion del toxico o
efluente o muestra que causa la muerte a un determinado porcentaje de la
poblacion expuesta; y concentracion inhibitoria (Cl), la cual corresponde a la
concentracion del toxico o muestra o efluente que puede producir una

reduccion de una respuesta biolégica en una poblacién expuesta.

El valor de la CLso/CEso/Clso se debe obtener tanto para el téxico de referencia
como para las muestras simples o duplicadas. Para el célculo de la

CLso/CEso/Clsg se utilizan técnicas de estimacion de punto, tales como los

meétodos Probit, Spearman-Karber, gréfico, etc.?

2.6 CURVA DOSIS-RESPUESTA

Esta representacion grafica es uno de los aspectos mas importantes en
toxicologia y ecotoxicologia ya que constituye la base para la evaluacion del
peligro y el riesgo generado por las sustancias quimicas en el medio ambiente.
Existen muchas formas para determinar la toxicidad, y aunque los efectos
bioguimicos, fisiol6gicos, reproductivos y de comportamiento son de gran
utilidad, el indicador cominmente mas utilizado es la muerte del organismo de

prueba.

La mayoria de las pruebas de toxicidad suministran una estimacion de la dosis
(o concentracion en el alimento, aire o agua) que produce una respuesta toxica

a un nivel del 50%.

22. Moreno Grau, Maria Dolores; Toxicologia Ambiental Evaluacién de Riesgo para la Salud Humana, Mc
Graw Hill 2003 Pag. 8.
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Figura 3. Curva dosis-respuesta
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Consultar en linea: http://superfund.pharmacy.arizona.edu/toxamb/

La obtencion de la curva dosis-repuesta descansa en una serie de supuestos
basicos, el primero de los cuales es que la respuesta observada es
consecuencia de la exposicion al agente quimico administrado. A su vez la
magnitud de la respuesta debe depender de la dosis, lo que implica la
existencia de un receptor con los que el agente administrado interacciona para
desencadenar la respuesta toxica, de forma que la magnitud de la respuesta
dependera de la concentracion alcanzada por el agente en el tejido donde se
encuentra el receptor; concentracion que a su vez dependerd de la dosis
administrada

La relaciobn dosis-respuesta, se refiere a la medida de la proporcién o
porcentaje de una poblacibn que experimenta efectos adversos como
consecuencia de la exposicion a un compuesto toxico. Esta relacion se obtiene
habitualmente en forma grafica, representando el porcentaje de poblacion
afectada en ordenadas, frente a la dosis-respuesta en la abscisa, que se

obtiene en un ensayo de letalidad?3

23 Ibid., Aseguramiento y Control de Calidad de Bioensayos. p. 145
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2.7 BIOENSAYOS CON PLANTAS

Las substancias toxicas pueden afectar el desarrollo normal de las plantas,
principalmente en sus etapas tempranas (germinacion y desarrollo de las
raices). Al observar y medir la longitud de raices jovenes, y comparar estas
longitudes con un control normal, podemos determinar la posible presencia de
productos quimicos téxicos en el medio ambiente.

Cualquier semilla que entre en contacto con el agua tendera a brotar, pero esta
germinacion puede ser afectada por el nivel de contaminaciéon presente en el
agua. Si el agua estd muy contaminada so6lo algunas semillas - o ninguna -
lograrédn germinar. El agua contaminada puede también afectar el desarrollo de

la raiz.

En las dltimas décadas, se han desarrollado bioensayos rapidos con el empleo
de plantas como semillas de prueba, las que funcionan como buenas
herramientas de trabajo para el monitoreo ambiental. En Cuba, se tienen
algunas experiencias con el empleo de las plantas en la evaluacion de la

toxicidad de sustancias toxicas y muestras ambientales.

Como parte integral del ecosistema, las plantas superiores son ampliamente
utilizadas por ser semillas eucaridticas, y por lo tanto mas comparables a la
mayoria de las especies de la flora y la fauna superiores, y constituyen una
eficiente herramienta en el orden ambiental, ademéas de poseer las siguientes

ventajas:

e Las plantas son mas sensibles al estrés ambiental que otros sistemas de

ensayos disponibles.
e Facil manipulacion y almacenaje.
e Bajo costo.

e Buena correlaciéon con otros sistemas de pruebas.
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Entre las pruebas a corto plazo con plantas que mas se han utilizado para la

evaluacion toxicolégica ambiental se encuentran:

1. Prueba de toxicidad a corto plazo de la prolongacion de la raiz de un vegetal.

La justificacion para realizar este bioensayo radica en la importancia de
eventos de desarrollo temprano en el crecimiento y supervivencia de las
plantas. La prolongacion de la raiz es inhibida a concentraciones mas bajas de
las sustancias toxicas que para el caso de la germinacion de las semillas; por lo
tanto, puede ser un indicador mas sensible de efectos bioldgicos. Este
bioensayo puede ser ejecutado con cualquier nUmero de especies, las cuales
resulten econdmicamente importantes, sean facilmente disponibles, germinen y
crezcan rapidamente. Una de las semillas mas comunmente utilizadas en esta
prueba son las semillas de Lactuca sativa L., semilla de lechuga por su grado
de sensibilidad. El bioensayo con semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) es un
ensayo estatico de toxicidad aguda (120 horas de exposicion) en el que se
evallan los efectos fitotoxicos de un compuesto puro o de una mezcla compleja
en el proceso de germinacién de las semillas y en el desarrollo de las plantulas
durante los primeros dias del crecimiento. Como puntos finales para la
evaluacion de los efectos fitotoxicos, se determina la inhibicion en la
germinacion y la inhibicion en la prolongacion de la radicula y del hipocétilo. A
diferencia del bioensayo tradicional de germinacién de las semillas, la
evaluacion del efecto en la prolongacion de la radicula y del hipocotilo de las
plantulas permite la evaluacion del efecto toxico de compuestos solubles
presentes en concentraciones tan bajas que no son suficientes para inhibir la
germinacion, pero que si pueden retardar o inhibir completamente los procesos
de prolongacion de la raiz o del hipocotilo, lo que depende del modo y sitio de
accion de los contaminantes generados para cada uno de los medios

expuestos en los ensayos fitotoxicos.

Este ensayo evalla los constituyentes solubles del agua (aguas superficiales,

aguas subterrdneas, suelos o sedimentos y lixiviados), teniendo en cuenta para
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el resultado la cantidad de semillas germinadas y la media del crecimiento de la
raiz. Se calcula la CEsp que no es mas que la concentracion que reduce la
longitud de la raiz en un 50 % en relacién con el control y la obtencion de

datos.

2.7.1 Fitotoxicidad en Plantas

El término de fitotoxicidad hace referencia al dafio que se puede llegar a
presentar en una especie vegetal por el contacto o exposicidon a una sustancia
guimica que contenga un residuo fitosanitario. Este aspecto es de gran
importancia ya que indica la sensibilidad de las plantas ante los toxicos y
demuestra la capacidad que tienen los organismos para competir en el
ecosistema.

Los sintomas de fitotoxicidad incluyen defoliacién, amarillento foliar, retardos de
crecimiento, crecimiento anormal, manchas necroticas sobre algunas partes de
las plantas y enanismo.

La fitotoxicidad puede presentarse como resultado de las siguientes
situaciones:

+ Sensibilidad en las plantas ante la sustancia fitosanitaria.

* Dosis de aplicacién excesivas

* Aplicaciones demasiado frecuentes.

* Diluciones inapropiadas.

» Condiciones ambientales.

2.7.2 Bioconcentracion

Este proceso ocurre porque hay sustancias que tienen mas afinidad con tejidos
de organismos que con el agua, por lo que pueden alcanzar concentraciones
mas elevadas en organismos que en agua. Esta capacidad se conoce como

bioconcentracion y depende, fundamentalmente, de algunas propiedades

.. L. . .- 24
fisicoquimicas de la sustancia como la solubilidad en agua.

24 Albert, Lilia A. Contaminantes ambientales. México: Organizacion La Neta. En linea. Disponible en:
http://www.laneta.apc.org/emis/carpeta/criterios.htm

44


http://www.laneta.apc.org/emis/carpeta/criterios.htm

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

2.7.3 Bioacumulacion.

Se da cuando la concentracion de una sustancia aumenta en la semilla
expuesta en funcion del tiempo; por ejemplo, que las concentraciones de una
sustancia especifica son méas altas en los peces adultos que en los jévenes del
mismo sitio. Esta capacidad también depende, sobre todo, de las
caracteristicas fisicoguimicas y bioquimicas del compuesto, como son

solubilidad y velocidad de eliminacion.

2.7.4 Biomagnificacion

Este término indica la tendencia de las sustancias contaminantes a
concentrarse en niveles tréficos sucesivos. Este proceso sucede cuando un
producto contaminante que se asemeja quimicamente a nutrientes inorganicos
esenciales es incorporado y almacenado en el organismo del ser vivo que se

encuentra en la base de la cadena alimenticia.

Posteriormente, la sustancia contaminante pasa en grandes cantidades al

organismo del siguiente ser de la cadena, de esta manera la sustancia

) e s . 25
contaminante va magnificAndose de un nivel a otro.

2.7.5 Bioestimulacion

Las pruebas que dan como resultado esta caracteristicas de bioestimulacion,
evallan la situacion relativa de los nutrientes en un determinado entorno
acuatico, se distingue entre la cantidad total de nutrientes y la aprovechable
desde el punto de vista bioldgico vy, finalmente, para determinar los posibles
efectos de un cambio en la calidad del agua sobre el crecimiento de las

plantas.

25.cadenatrofica.Consultarenlinea:http://www.consumer.es/web/es/medio_ambiente/naturaleza/2006/01/2
3/148782.php
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En un proceso de bioestimulacion se observa que los nutrientes estimulan el

metabolismo y la velocidad de crecimiento de los organismos.
2.7.6 Necrosis

Se refiere a la muerte patologica de un conjunto de células o de cualquier tejido
de un organismo, la cual es provocada por un agente nocivo o toxico que llega
a estimular una lesion tan grave que no se puede reparar o curar. En cuanto a
plantas, especificamente se observa la destruccion de los tejidos atacados y
afecta a los mas diversos 6rganos de la planta. Una vez que se ha producido y

desarrollado la necrosis, esta se convierte en un dafio irreversible.

2.7.7 Ensayo de Toxicidad con Semillas de Lechuga (Lactuca Sativa L.)

El bioensayo con semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) es un ensayo estatico
de toxicidad aguda (120 horas de exposicion, siguiendo el protocolo descrito en
el libro ensayos toxicolégicos y métodos de evaluacion de calidad de aguas.

Afo 2004) en el que se evaluan los efectos fitotoxicos de un compuesto puro o
de una mezcla compleja en el proceso de germinacion de las semillas y en el
desarrollo de las plantulas durante los primeros dias del crecimiento (Ver figura
4). Como puntos finales para la evaluaciéon de los efectos fitotoxicos, se
determina la inhibicion en la germinacion y la inhibicion en la prolongacion de la

radicula y del hipocatilo.

A diferencia del bioensayo tradicional de germinacion de semillas, la evaluacion
del efecto en la prolongacion de la radicula y del hipocotilo de las plantulas
permite la evaluacion del efecto toxico de compuestos solubles presentes en
concentraciones tan bajas que no son suficientes para inhibir la germinacion,
pero que si pueden retardar o inhibir completamente los procesos de

prolongacion de la raiz o del hipocatilo, lo que depende del modo y sitio de

., . .26
accion de los contaminantes

26. Bulus Rossini, Gustavo Daniel; DIAZ BAEZ, Maria Consuelo; PICA GRANADOS, Yolanda, Op. Cit,,
Protocolos de Ensayo. p. 70
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Figura 4. Distintos estados de desarrollo de la semilla
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Fuente: CELIS, José, SANDOVAL, Marco, ZAGAL, Erick. Efecto de la adicion de biosélidos sobre la
germinacion de semillas de Ldctuca sativa I. en un suelo patagdnico. 2006. p. 13-25

De esta manera, la inhibicion en la elongacién de la radicula e hipocatilo
constituyen indicadores sub-letales muy sensibles para la evaluacién de
efectos biolégicos en vegetales, aportando informacion complementaria a la

proporcionada al estudiar el efecto en la germinacion.

Si bien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos, la
informacion generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos
acerca del posible efecto de los contaminantes en las comunidades vegetales
cercanas a las margenes de cuerpos de agua contaminados, siendo también
una especie interesante de considerar por su importancia desde el punto de
vista horticola. Por otra parte, es de facil y rapida germinacion, por lo que es
posible desarrollar la prueba en pocos dias.

Este bioensayo de toxicidad ha sido recomendado y aplicado por diferentes
semillas de proteccion ambiental para la evaluacion ecotoxicologicos de
muestras ambientales y compuestos puros, ademas de la evaluacién del efecto
fitotoxico de pesticidas sobre especies y el blanco necesarios para el registro

de pesticidas.
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En la incorporacién de esta prueba en una bateria de bioensayos es importante
considerar el compromiso entre la sensibilidad de la especie Lactuca sativa L,
el reducido tiempo de exposicion de la prueba con semillas, los bajos costos
asociados y que no requiere equipamiento sofisticado, en particular en la
aplicacion a muestras ambientales o en el monitoreo de procesos de

detoxificacion, saneamiento, control de efluentes o retso de biosélidos.?’

2.8 CONTAMINACION DEL MEDIO ACUATICO

La fragilidad del medio acuatico deriva, entre otras razones, de su elevado
poder disolvente para una amplia gama de productos de desecho, a la vez que
es un vehiculo excelente para la evacuacion de materiales de muy diversa
indole, tanto en estado solido como en liquido o gaseoso, bien sea en
suspensién, disolucion o flotacion. El problema con el medio acuatico surge
cuando se altera el equilibrio en que se mantiene, sobrepasando los limites de

tolerancia del sistema respecto a los procesos que lo gobiernan.

Las consecuencias de la degradacion del medio acuatico se manifiestan
fundamentalmente de dos formas: pérdida de la calidad intrinseca o natural y la
disminucion o agotamiento de los recursos. Los resultados son semejantes,
puesto que en ambos casos pueden provocar un déficit de los caudales

disponibles.

27. Bulus Rossini, Gustavo Daniel; DIAZ BAEZ, Maria Consuelo; PICA GRANADOS, Yolanda, Op. Cit.,
Protocolos de Ensayo. p. 84
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2.8.1 Tipos de Contaminantes Acuaticos.

Segun su naturaleza, los contaminantes pueden clasificarse en fisicos,

quimicos o biologicos.

2.8.1.1 Contaminantes Fisicos.

Temperatura: Interviene en la cantidad de oxigeno susceptible de
permanecer disuelto en la masa acuatica, o que a su vez repercute en
las condiciones de vida o las posibilidades de existencia de los seres
que lo precisan para la respiracion; ademas interviene en los procesos
biologicos de las células y en consecuencia, en la velocidad de
determinadas reacciones bioquimicas y por udltimo condiciona la
posibilidad de supervivencia de algunas especies faunisticas que se
hallan supeditadas a la existencia de determinados umbrales térmicos
para poder desarrollarse.

Particulas en suspension: Pueden tener origen diverso y, en
consecuencia, composicion y tamafios variados. Ademas pueden
incorporarse otras materias no solubles de diverso origen y naturaleza

cuyos indicadores son: la turbidez, el color, el sabor, el olor, etc.

2.8.1.2 Contaminantes Quimicos.

e Cloruros: La presencia en el agua del ion Cl- puede ser debida a
causas naturales, como sucede en areas con predominio de
materiales salinos; pero si no existen estas causas, el contenido
anormalmente elevado de cloruros tiene su origen en los vertidos
industriales o domésticos.

e Sulfatos: El contenido depende de las caracteristicas del
sustrato; en lugares con abundancia de materiales ricos en
sulfuros y con precipitacidbn escasa pueden encontrarse valores

altos.
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Fosfatos: Es relativamente frecuente hallar niveles de fosforo en
las aguas superficiales y en algunas aguas subterraneas, como
consecuencia del gran uso de detergentes domeésticos e
industriales y abonos incorporados en su composicion. Una

excesiva carga de fosfatos potencia la eutrofizacion de las aguas.

Oxigeno disuelto: El oxigeno disuelto en el agua procede del aire
y entra a formar parte de la masa acuatica a partir del intercambio
atmosfera-agua, en una relacion directamente proporcional a la

superficie del agua e inversamente al volumen.

Metales: La presencia en el agua de trazas de metales pesados
se debe a los residuos de la actividad industrial, ademas de las
debidas causas naturales. Elementos como el arsénico, el
cadmio, el cobre, el hierro, el niquel, el plomo, el mercurio, el
cromo o el zinc entre otros, son potencialmente peligrosos para la

salud, por lo que se hallan sometidos a control.

2.8.1.3 indice de Calidad.

La calidad del agua se asocia a los usos a que se destina, pero no solo

referidos a los usos domésticos, industriales o agricolas, sino también a

cualquier otra utilidad que le requiera el medio acuético para desenvolverse,

como las recreativas, mantenimiento de los ecosistemas, etc.

El indice de calidad general de las aguas incorpora varios parametros, de los

cuales los mas importantes son los siguientes:

Demanda bioquimica de oxigeno (DBO): Indica los miligramos de

oxigeno disuelto por litro, con lo que se tiene un indicador del grado del

poder auto depurador del rio, asi como la eficiencia de los distintos

procesos de tratamiento existente. La concentracién se encuentra muy

relacionada con la cantidad de oxigeno que se consume en una

oxidacion, con el contenido en materia organica biodegradable y, en

menor grado, con los nutrientes que controlan la depuracién a través de
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los procesos bioldgicos de las semillas que vienen en el agua y que se

desarrollan a partir del consumo de oxigeno y sustancias nutrientes.

e Demanda quimica de oxigeno (DQO): Corresponde a los procesos
quimicos a diferencia del anterior, que se refiere a los biolégicos, mide la
oxidabilidad, es decir, el consumo de oxigeno por parte de todas las
materias organicas, tanto del origen natural como artificial,

biodegradables o no, durante el proceso quimico de la oxidacion.

e Oxigeno disuelto: Hace posible la vida en el interior de la masa
acuatica y procede de la atmoésfera y de la fotosintesis de las plantas

verdes acuaticas.

e Conductividad: Sefala la concentracibn de sales inorganicas,

. , 28
especialmente cloruros y sulfatos, o el grado de acidez.

2.8.2 TOXICIDAD DE EFLUENTES

2.8.2.1 COBALTO:

El cobalto es un elemento esencial para el crecimiento de muchas especies de
algas marinas, que incluyen diatomeas y crisofitas entre otros. El cobalto,
también ha sido usado para mejorar el crecimiento de algunas plantas a bajas
concentraciones. Algunos elementos quimicos, como el cadmio, cromo,
cobalto, cobre, plomo, mercurio, niquel, plata y uranio, se encuentran
repartidos en pequefias cantidades por todas partes. Ademas de ser elementos
gue se encuentran en la composicion normal de rocas y minerales, pueden ser
especialmente abundantes como resultado de erupciones volcanicas, o por

fuentes de aguas termales.

Algunas fuentes naturales de cobalto en el medio ambiente estan asociadas a

erosiones volcanicas, agua de mar e incendios forestales.

28. Diaz Baez, Maria C, Bustos L, Martha, Espinosa R, Adriana J, Pruebas De Toxicidad Acuatica:
Fundamentos y Métodos, Pag. 72-78, Universidad Nacional.
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La mineria y actividades de proceso de cobalto, la produccién de aleaciones y
quimicos que contienen cobalto, efluentes de aguas residuales, escorrentia
urbana y escorrentia agricola son los mayores contribuyentes antropogénicos

de cobalto al medio ambiente acuatico.

Las concentraciones de cobalto total y disuelto en un medio ambiente
descontaminado son generalmente bajos (< 0,5 pg/L). Sin embargo, en un
medio ambiente acuatico contaminado con efluentes, que son originados desde
sitios mineros o areas ricas en minerales, a menudo registran niveles muchos

mayores.

El cobalto es un elemento natural que se encuentra en las rocas, el suelo, el
agua, plantas y animales. El cobalto se usa para producir aleaciones usadas en
la manufactura de motores de aviones, imanes, herramientas para triturar y
cortar y articulaciones artificiales para la rodilla y la cadera. Los compuestos de
cobalto se usan también para colorear vidrio, cerdmicas y pinturas y como

secador de esmaltes y pinturas para porcelana.

2.8.2.2 BORO

Los micronutrientes esenciales que los organismos vegetales necesitan para su

desarrollo son: Hierro, Manganeso, Cobre, Zinc, Boro, Molibdeno y Cloro.

Sin embargo, el boro también puede causar sintomas de toxicidad en
determinadas areas provocando graves dafios a las plantas, debido, por
ejemplo, al uso de agua de riego contaminada con una alta concentracion de
este elemento. Dicha contaminacién puede ser provocada por: vertidos
urbanos (ricos en detergentes y productos de limpieza); vertidos industriales y
productos quimicos utilizados en la agricultura. Las concentraciones de boro en
agua de riego menores de 0,70 pg B/ml, suelen ser beneficiosas para la
mayoria de las plantas y, sin embargo, los valores comprendidos entre 1,0 y

4,0 ug B/ml producen necrosis celular siendo inadecuadas para las plantas.
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Las concentraciones de boro en agua de riego menores de 0,70 pg B/ml,
suelen ser beneficiosas para la mayoria de las plantas y, sin embargo, los
valores comprendidos entre 20 y 70 ug B/ml producen necrosis celular siendo

inadecuadas para las plantas.

Los cultivos pueden clasificarse, atendiendo a la concentracibn maxima
permitida de boro en el agua de riego, en tres categorias por orden de

tolerancia creciente:

a) Cultivos sensibles (30-10 pg B/ml): manzano, cerezo, limonero, naranjo,
peral, melocotonero, pomelo, aguacate, olmo, albaricoquero, higuera,
vid, ciruelo y judias.

b) Cultivos semitolerantes (10-20 pg B/ml): cebada, alfalfa, repollo,

zanahoria, lechuga, cebolla, patata, calabaza, espinaca, tabaco, olivo, rosal,

tomate y trigo.

c) Cultivos tolerantes (20-40 pg B/ml): esparrago, arandano, algodon,

pepino, gladiolo, sésamo, tulipdn, remolacha, haba, pasto, menta y

centeno.?®

Las plantas tolerantes acumulan boro a una velocidad baja mientras que las
plantas sensibles lo hacen muy rapidamente. Se establece que las diferencias
de tolerancia al boro en plantas puedan ser causadas por las distintas
proporciones de acumulacién de boro en hojas y no por las diferencias de
sensibilidad en ellas. Asi, las diferencias del tiempo necesario en las plantas
para mostrar sintomas de toxicidad se basan Unicamente en dicha

acumulacion.

29. Martinez j.l., de la Fuente M.M., Mufioz E. El boro en los vertidos industriales. Ingenieria Quimica 9:
163-169 (1999)].
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Otras causas de los sintomas de toxicidad en las plantas pueden ser los suelos
derivados de sedimentos marinos, suelos de las regiones aridas o semiaridas o
de suelos derivados de una roca madre rica en boro encontrandose éste en
solucion como acido bérico (H3BO3) o como Sodio Tetraborato
(NazB407'1OH20).

Las condiciones climéticas pueden tener relacion con la tolerancia al boro, pero
no en todos los cultivos los efectos son los mismos, sino que unos acumulan
mas boro en condiciones de altas temperaturas y climas secos y otros lo hacen

a bajas temperaturas y humedades mas altas.

El contenido de boro en las plantas varia con las especies, la edad y los
organos analizados, de tal manera que los sintomas de toxicidad generalmente

apareceran por encima de 40 pg B/ml.

Estos sintomas coinciden en la mayoria de los cultivos con necrosis progresiva
de las hojas que comienza por un amarillento de los bordes de las hojas,
progresa entre los nervios laterales hacia la nervadura central y termina con un

oscurecimiento y la posterior necrosis.

A pesar de que los sintomas de toxicidad son provocados por una aplicaciéon
excesiva de boro, el rendimiento comercial del cultivo no se ve afectado hasta
que los sintomas visibles son muy graves. Sin embargo, en el caso de plantas
ornamentales esto no ocurre ya que un buen rendimiento implica la ausencia

total de hojas con sintomas necréticos.*

30.MENDENHALL, William; WACKERLY, Dennis y SCHEAFFER, Richard. Estadistica Matematica con
Aplicaciones, el andlisis de varianza. 2 ed. México D.F.: Grupo Editorial Iberoamericana, 1994. 548 p.
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Tabla 1: Especificaciones de las sustancias puras.

Producto

Especificaciones de la
Sustancias Puras

CoS0Oy4

Pureza..........ccoooiiiiiiiinn. 98.6%
Materia Insoluble.................. 0.003%
pH en solucion al 5%............ 4.8%
Cloruro(Cl).....ccoeviiiiiins 0,0005%
Nitrato(NO3).............ceeenenes 0,005%
Cobre(Cu).....ovvviieeennnn 0,0002%
Plomo (Pb)........c.cccovevennn.n. 0,0004%

Na,B,07.10H,0

Riqueza...........cccoovviiiiiiinnnnnn. 99,5%
pH en solucién 0,01mol/l...... 9,15-9,20

Limite de Impurezas Insoluble en
H20. ... 0,005%

Cloruro(Cl)....covveieieeiiin 0,001%
Fosfato(PO4)...........c.......... 0,001%
Sulfato(SO4)........c.coevvnennnn. 0,0025%
PM. . 381,37

Fuente: Autores (2010)

2.8.3 Agua Residual Doméstica

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Las aguas residuales pueden definirse como las aguas que provienen del

sistema de abastecimiento de agua de una poblacion, después de haber sido

modificadas por diversos usos en actividades domésticas, industriales vy

comunitarias.

Segun su origen, las aguas residuales resultan de la combinacion de liquidos y

residuos solidos transportados por el agua que proviene de residencias,

oficinas, edificios comerciales e instituciones, junto con los residuos de las

industrias y de actividades agricolas, asi como de las aguas subterraneas,

superficiales o de precipitacion que también pueden agregarse eventualmente

al agua residual.
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Figura 5: Caracteristicas Cualitativas de las Aguas Residuales Domesticas

Agna Fesidual Domeéstica
Agua {LD.Q%} Sc’:-lidusl (0.1%)
| ' |
Organicos Inorganicos
Proteinas (65%) Residuos Minerales Pesados
Carbohidratos (25%) — Sales
| Lipidos (10%) L Metales

Fuente: Autores (2010)

Las aguas residuales domésticas estan constituidas en un elevado porcentaje
(en peso) por agua, cerca de 99,9 % y apenas 0,1 % de sélidos suspendidos,
coloidales y disueltos. Esta pequefia fraccion de sélidos es la que presenta los

mayores problemas en el tratamiento y su disposicion

2.9 ANALISIS ESTADISTICO.

A continuacion se presentan los diferentes métodos estadisticos que se utilizan
para determinar los efectos generados por los agentes toxicos durante la

exposicién a las semillas.
2.9.1 Andlisis por Método Probit.

Si en lugar de representar el histograma de frecuencias de la forma
convencional se representa la frecuencia acumulada frente a la dosis,
obtendremos la figura representada en la curva, de forma sigmoidea, posee
una zona relativamente lineal en su parte central, correspondiente al rango

16% a 84% de respuesta porcentual de la poblacion, aproximadamente,
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representada, de la media de la tendencia central utilizada, es decir, la media o
mediana de los datos distribuidos normalmente. En este tipo de distribucion, la
media + 1 SD representa el 68.3% del la poblacion; la media £2 SD, el 99.5% y
la media £ 3 SD, el 99.7%. Podemos convertir la respuesta porcentual en
unidades de desviacion respecto a la media, denominadas desviacion normal

equivalente, o NED.

Por consiguiente la NED de una respuesta porcentual del 50% es de O,
mientras que el valor de la NED de una respuesta porcentual del 97.8% y
2,25% de la poblacién es de +2 y -2 respectivamente.

Para evitar los valores negativos, la escala de NEDs se puede someter a una
translacion afadiendo 5 unidades, con lo cual el valor central seria de 5,
mientras que los valores indicados para la respuesta porcentual del 97.8% y
2.25% pasarian a ser de +7 y +3, respectivamente. Las nuevas unidades asi
obtenidas reciben el nombre de probit y se utilizan a menudo en toxicologia.>*

2.9.2 Analisis de varianza (ANOVA).

Se conoce como la iniciacién presentada de una explicacion légica de un
procedimiento y como su nombre lo indica, el analisis de varianza trata de
analizar la variacion de una respuesta y de asignar porciones (componentes)
de esta variacion a cada una de las variables de un conjunto de variables

independientes.

El razonamiento se basa en que las variables de una respuesta se modifican
por la variacion de algun conjunto de variables independientes desconocidas.
El objetivo del analisis de varianza es identificar variables independientes
importantes en un estudio y determinar como interactian y afectan la

respuesta.
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Ho: es considerada la hipotesis nula dentro una investigacion, determinandose
cuando la F calculada de la prueba no supera el F teorico, indicado para la

semilla Lactuca sativa L. con un valor de 3.11.

H1: considerada como la hipétesis alterna, seleccionada cuando la prueba india

un valor superior a F tedrico.

F tedrica: valor tedrico establecido a nivel internacional para pruebas

fitotdxicas con semillas.

F calculado: valor obtenido por el analisis de varianza Anova el cual debe ser
superior al F tedrico y asi obtener la aceptacion o rechazo de la prueba.
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3. MARCO NORMATIVO

Los vertimientos de aguas residuales y los aspectos institucionales para el
manejo de estas, se encuentran fundamentados y referenciados en politicas
nacionales y normas especificas referidas desde los afios 70.

Las principales normas ambientales que regulan la legislacion en la parte de
proteccion de los recursos naturales (manejo de aguas) y la adecuada
implementacion. Las cuales pueden ser remitidas a normas mas especificas

como en el manejo de los vertimientos industriales.

NORMAS DESCRIPCION

El Cddigo Nacional de Recursos
Naturales Renovables y de Proteccion
al Medio Ambiente, en su capitulo II,
Cddigo de recursos naturales desarrolla la regulacion para la
(Decreto-Ley 2811 de 1974) prevencion y la conservacion de los
recursos hidricos frente a la creciente
contaminacion de los recursos naturales
renovable.

Se establece dentro de esta norma de
forma amplia y concisa lo referente al
manejo adecuado y descarga de los
vertimientos de aguas residuales,
determinando los niveles maximos
Decreto 1594 DE 1984 permisibles con los que pueden ser
descargados los vertimientos en un
cuerpo de agua, se implementd la
utilizacion de los estudios de impacto
ambiental y se establecieron procesos
sancionatorios.

indica las competencias para cada una
de las autoridades correspondientes en
su jurisdiccion, con la cual debe
garantizar y verificar el manejo
adecuado de los vertimientos
generados por diferentes actividades
industriales y que puedan generar dafio
inminente al medio.

Ley 99 de 1993 (Art 66)

Por la cual se establece la norma
técnica, para el control y manejo de los
vertimientos realizados a la red de
alcantarillado publico en el distrito
capital.

Resolucion 3957 de 2009

Fuente: Decreto 1074 de 1997, Articulo 3 niveles maximos permisibles para generar descarga en
acuiferos o alcantarillado publico.
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4. METODOLOGIA

La realizacion del proyecto se sustento en cuatro etapas de investigacion: en la
primera se llevaron a cabo los ensayos preliminares y ensayos definitivos con
el fin de determinar la sensibilidad de la especie en estudio con el téxico de
referencia seleccionado: Dicromato de Potasio (K.Cr,0O;). La segunda fue lo
respectivo a la generacion de pruebas fitotoxicas para determinar la CEsg para
el cobalto y el boro establecidos a partir de las sales de Sulfato de Cobalto y
Borax; la tercera etapa es el montaje de la pruebas fitotbxicas para los
vertimientos de Boro y Cobalto preparados artificialmente, estableciendo la
CEso de estos dos contaminantes. Se desarrolla un proceso de pre-tratamiento
para los dos contaminantes (Cobalto y Boro) generandose asi pruebas
fitotoxicas con el fin de establecer la CEsy e indicar la diferencia con los
contaminantes Y por ultimo se llevaron a cabo los analisis de laboratorio para
obtener el indice de toxicidad para cada uno de los contaminantes.

4.1 PRIMERA ETAPA

Esta etapa se refiere a la eleccion tanto de la especie, como la del téxico a
emplear y al disefio experimental que se utilizara en el desarrollo de todas la

pruebas ecotoxicologicas a realizar durante la investigacion.

4.1.1 Disefio general de las pruebas ecotoxicolégicas.

Cada bateria de ensayos que se efectuo, fue realizada a partir del siguiente
modelo experimental. (Ver figura 6)
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Figura 6. Modelo experimental.

c.

R Rz Rz
O O O
O O Oe
O O Oe
O O Oe
OO O O cumm

Rn = Renlica

Cn = Concentracian

Cortrel = Anua destilada

20 = Semillas sermbradas

Fuente: HENAO MEJIA, Jorge. Evaluacién Preliminar de la Prueba de Toxicidad. Utilizando
Semillas de Arroz y Lechuga. Bogota D.C.: Universidad Nacional de Colombia, 1998. p. 45

De igual forma durante la realizacion de las diferentes pruebas se midieron y

controlaron las siguientes variables:

4.1.1.1 Variable independiente

Esta variable se refiere a las concentraciones elegidas para aplicar en las
pruebas de sensibilidad con la especie y el toxico de referencia escogidos y a
las diluciones a las cuales fue expuesta la especie de ensayo con agua

artificial.
4.1.1.2 Variables dependientes

Las mas significativas durante la realizacion del proyecto fueron la
concentracion efectiva (CEsp), la inhibicién en el crecimiento de las raices de
las plantulas y los porcentajes de germinacion que se obtenian pasadas 120
horas (tiempo requerido para completar el proceso de crecimiento de las

semillas).
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4.1.1.3 Constantes

La variables que permanecieron constantes durante la investigacion fueron las
siguientes: namero de organismos expuestos (30 por cada concentracion),
tiempo se exposicion (120 horas), numero de concentraciones (5, méas el
blanco en cada prueba), fotoperiodo (oscuridad), volumen que se adicionaba a

los organismos expuestos (2.5ml).

Para la realizacion de las pruebas biologicas y el disefio del modelo
experimental, se tomo6 como base la tesis realizada Jairo Hernan Lépez Celis Y

Andrea Liliana Bayona Pineda.

4.1.1.4 Esquema general del procedimiento de la prueba de toxicidad con
semillas

Figura 7: Procedimiento para realizacion de bioensayos con semillas.

PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON SEMILLAS DE LACTUCA SATIVA L.

i ¥ Se P S5

22+.2°C Oscuridad 2ml de 120 horas Contral positve
muesirta K2Ce207
f/|| f/ll f/ll f/-ll f/ll f/-ll )'/-||
A T T T T T A A I I O A A I B B A I S A A A O |
|:|||||||:|||||||:|||||||:|||||||:|||||||:|||||||:||||||
N N N N N N N
\\_J_L_.f/ \\_J_L_.f/ \\_J_L_.f/ \\_J_L_.f/ \\_J_L_.f/ \\_J_L_.f/ \\._J_l,__.f/
Control Control \\_
resative positive \w L -
destilada) Katrzo?
Diluciones de la muestra
Cada una con 3 repeticiones
120horas de exposicion

M ey

LD LD LD LD LD LD LD
(B (I | (S Iy

sLL/AALL /AL /AL LA L L ANLL AL LS

Registro de signos de fitotoxicidad
(Necrosis, efecto en pelos absorbentes)

Registro de semillas germinadas

i
Medicién de la elongacién de la radicula y del hipocotilo

Fuente: BULUS ROSSINI,

Yolanda. Ensayos toxict ;
Facultad de Ciencia Calculo de la CESD

Calculo del porcentaje de inhibicién

Fuente: BULUS ROSSINI, Gustavo Daniel; DIAZ BAEZ, Maria Consuelo; PICA GRANADOS,
Yolanda. Ensayos toxicolégicos y métodos de evaluacion de calidad de aguas. México:
Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas, Universidad de Chile; 2004. p. 70
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4.2 Reactivos y material seleccionado

A continuacion se nombran las listas, los implementos biolégicos, quimicos e
instrumentales que se emplearon para la realizacibn de las pruebas

ecotoxicoldgicas con semillas.

4.2.1 Seleccién de material biologico

Entre las especies recomendadas por los organismos de protecciéon ambiental
y por centros de investigacion especializados en el desarrollo de bioensayos se
encuentran: Hydra attenuata, Artemia salina, Daphnia magna, Lactuca sativa L.
Allium cepa L, entre otros; se escogid como especie de estudio la cepa de
Lactuca sativa L., por sus rapida germinacion, facilidad de medicion, viabilidad
econdémica, alta sensibilidad a toxicos, representatividad en nivel trofico,

facilidad de cultivo y adaptabilidad a las condiciones de laboratorio.

El uso de plantas vasculares han sido recomendadas por la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) y por la Administracion de Drogas y Alimentos
(FDA), ambas de EE.UU., ya que presentan una eficiente sensibilidad, en
comparacion con otras especies de plantas terrestres (Wang, 1991).

La semilla utilizada durante la investigacion tienes las siguientes caracteristicas

mencionadas en la tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas de la Semilla (Latuca Sativa)
% GERMINACION | PUREZA %

85-90 99
Fuente: Autores (2010)

4.2.2 Téxico de Referencia

El toxico de referencia que fue seleccionado para la realizacién de las pruebas
de sensibilidad o preliminares fue el Dicromato de Potasio (K,Cr,O7); para las

pruebas con sustancias puras se utilizaron: sulfato de Cobalto (CoSO4 . 7 H,0)
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y Sodio Tetraborato (Na;B407.10 H,O) todos reactivos analiticos provenientes
de ABC laboratorios S.A.

e El Dicromato de potasio se denomina silicato de sodio. Sin embargo, una
diferencia significativa es que las soluciones de silicato de potasio son
ligeramente mas viscosa que las soluciones de silicato de sodio
correspondientes en concentraciones iguales. Pero como en el silicato
de sodio, la viscosidad de la solucion es afectada por la relacion,
concentracion y temperatura. A menor relacion, esto es mas alcalino a

un contenido de solidos dado, menor sera la viscosidad.

e El sulfato de Cobalto (CoSO,4. 7 H,0) se presenta bajo forma de cristales
rojos solubles en agua y en alcohol metilico y etilico. El sulfato de
cobalto se utiliza principalmente en la industria ceramica, en los barnices

y en la industria quimica como catalizador.

e Sodio Tetraborato (Na;B;,07.10H,0) EIl bérax es un sdlido cristalino que
se disuelve facilmente en agua formando soluciones alcalinas su
solubilidad es, aproximadamente, del 55% P/V (peso a volumen) a 30 C,
del 20% a 20 C y del 60% a C. Usado en la produccion de fertilizantes
para proporcionar el elemento esencial boro, se utiliza ampliamente en
la industria de detergentes, suavizantes, jabones, desinfectantes y
pesticidas; en la fabricacion de esmaltes, cristal y ceramica. también se
convierte facilmente en acido bérico o en borato, que tienen muchos

usos.

4.2.3. Material de laboratorio seleccionado

El material de laboratorio utilizado para la realizacién de los bioensayos con
semillas, tanto para las pruebas de sensibilidad como las de la muestra

ambiental, fue el sugerido por centros de investigacion especializados:
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Tabla 3: Material empleado en ensayos de toxicidad

MATERIAL IMAGEN

Agua destilada

Cajas de Petri de 100 mm
de didmetro

Papel de filtro Whatman de 90mm
de diametro, con trama amplia y
porosa que asegure la retencion de
liquido.

Balones aforados de 1000ml y 100ml
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Pipetas volumétricas/aforadas de
5 mly 10 mly pipeteadores

Pinzas y elementos de medicién i S |

Cajas herméticas oscuras

Fuente: Autores (2010).
4.2.4 Montaje de pruebas de sensibilidad

Se realizaron en total 20 pruebas de sensibilidad utilizando la especie Lactuca
sativa L. y como toxico de referencia el Dicromato de Potasio. Estas pruebas
tuvieron la finalidad de certificar la eficiencia de las semillas al momento de

exponerlas posteriormente al vertimiento sintético.
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4.2.4.1 Preparacion de las diluciones:

Se realizaron diluciones de 20ppm, 40ppm, 60ppm, 80ppm y 100ppm a partir
de la muestra de Dicromato de potasio obtenida, para lo cual se empled el

siguiente procedimiento:

Figura 8: Preparacién de diluciones.

T 7\

Agregar en un crisol Llevar Pesar1g de
3g de K,Cr,0; y : . ; K5Cr,O- diluir con
llevar a la estufa a apﬁﬁ’fggg;@:géf agua destilada a

100° C ' 500 ml, agitar.
v
Aforar en baldn Llevar a diferentes
de 11, obteniendo balones obteniendo
un concentracion > concentraciones de

\de 1000ppm. (100,80,60,40,20ppm). /

Fuente: Autores (2010)

4.2.4.2 Siembra de semillas:

+ Previamente adecuadas las cajas petri con su respectivo papel filtro y
adicionalmente 2.5 ml de la dilucion del Dicromato de Potasio (K,Cr,07)
para la siembra de 10 semillas por cada caja, organizadas

secuencialmente 3, 4,3; como se observa en la foto niUmero uno

Obtenido el montaje las cajas son llevadas a las bandejas, para ser cubiertas
por los forros de color negro y se almacenan durante 5 dias lo que equivale a

120 horas en un lugar con condiciones estandares de temperatura y humedad.
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Foto 1: Elaboracion y montaje siembra de cajas con semillas, sin germinar.

Fuente: Autores (2010).

4.2.4.3 Mediciéon de efectos

Pasadas las 120 horas (5 dias) de exposicién se procede a realizar la medicion
de las semillas germinadas y no germinadas, asi como también al hipocétilo y a
la radicula de cada una de ellas. La medicion y control de efectos se efectué

con papel milimetrado y los resultados se registraron respectivamente en cm.

Después de tener los valores en cada uno de los formatos, se llevan a hojas de
célculo Excel, para determinar asi los siguientes datos de estudio:

* Numero de semillas germinadas.

* Elongaciones promedio de radiculas e hipocétilo.

* Porcentajes de germinacion.

+ Datos de CEsp, estos valores se obtuvieron por medio del programa
estadistico Probit.
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4.3 SEGUNDA ETAPA

En esta etapa parte, teniendo en cuenta cada una de las concentraciones de
las sustancias puras utilizadas en esta investigacion para las diferentes

siembra que se hicieron con las semillas Lactuca sativa en las tres replicas.

4.3.1 Montaje de las pruebas de sustancias puras.

Estas pruebas para sustancias puras se llevaron a cabo mediante sulfato de
Cobalto (CoSO,4. 7 H,0) y Sodio Tetraborato (Na;B407.10 H,O) con el fin de
establecer la CEsp, de las semillas .Con respecto a las sustancias para esta
determinacioén se realizaron 10 pruebas para cada compuesto, con 3 réplicas y
su respectivo blanco. Se establecen la CEsy del cromo a partir de los resultados

obtenidos con el Dicromato de potasio (K2Cr,0).

4.3.2 Preparacion de las diluciones.

Se realizaron  diluciones de  5ppm, 10ppm, 15ppm, 20ppm,
30ppm,40ppm,50ppm,60ppm,70ppm, 80ppm, 90ppm, 100ppm, 150ppm a partir
de la muestra de sulfato de Cobalto (CoSO4. 7H,0) y Sodio Tetraborato

(NazB407.10 H,0) para lo cual se empleé el siguiente procedimiento:
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Figura 9: Diluciones sustancias puras

Pesar4.77g de CoSO,. 10
H,0y aforar con agua
destilada.

V

Aforar en balon de 1L, para
obteneruna concentracion
de 1000ppm.

V

Llevar a diferentes blaones
obteniendo concentraciones
de (5,10,15,20,40,60,80)

Pesar 8,82g de
Na,B,0,.10
H-,0O, agregar agua
destilada.

v

Aforar en balon de
11, para obtener una
concentracionde
1000ppm.

!

Llevar a diferentes
balones obteniendo
concentraciones de
(50,70,90,100,150pp

m).

Fuente: Autores (2010)
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4.3.3 Siembra de semillas.

En cada caja de petri se ubica el papel filtro el cual es la cama de las 10 semillas,

colocandolas en una secuencia de 3, 4,3.

Cabe mencionar que a cada una de las cajas se le agregd 2,5ml de cada una de las
diluciones de sulfato de Cobalto (CoSO,. 7 H,0O) y Sodio Tetraborato (Na,B;0,.10
H20). Finalizado el montaje las cajas son llevadas a las bandejas, para ser cubiertas
por los forros y almacenadas durante 5 dias que equivalen a 120 horas. En

condiciones estandares de temperatura y humedad.

Foto 2: Elaboracion y montaje de la siembra.

Fuente: Autores (2010)
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4.3.4 Mediciones de efecto.

Se determiné el crecimiento de la radicula y el hipocétilo de cada una de las
semillas, adicionalmente se establecio el nimero de semillas germinadas y no

germinadas.

Foto 3: Medicion en los efectos de los organismos.

Fuente: Autores (2010)

4.4 TERCERA ETAPA

Para el analisis del vertimiento sintético se manejo un punto de muestreo
ubicado en la Calle 11 con Cra 1, posteriormente se realiza caracterizacion y

dilucion para las respectivas pruebas.

4.4.1 Montaje de Pruebas del vertimiento.

Para la realizacion de este tipo de pruebas fue necesario usar un vertimiento

residual doméstica sintético. Se llevaron a cabo por separado para cada uno de
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los metales con el fin de establecer la CEsp, de las semillas con respecto a los
vertimientos de Cobalto y Boro y realizar 5 pruebas por cada uno, con 3
réplicas en cada una de sus concentraciones incluyendo el blanco como medio
de control.

4.4.1.1 Preparacion de las diluciones.

Luego de haber realizado diferentes concentraciones para el vertimiento de
cobalto y boro; las concentraciones elegidas fueron de 20ppm, 40ppm, 60ppm,

80ppm y 100ppm; estas diluciones se manejaron volumen/volumen.
4.4.1.2 Siembra de semillas.

En cada caja de petri se ubica el papel filtro el cual es la cama de las 10
semillas, colocandolas en una secuencia de 3,4, 3 agregando a caja petri 2,5ml
de las diluciones del vertimiento. Posteriormente se aislan estas cajas en
bandejas cubiertas por forros y almacenadas durante cinco dias, que equivalen
a 120 horas.

Foto 4: Siembra de Semillas

Fuente: Autores (2010)
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4.4.1.3 Mediciones del efecto téxico.

Se determiné el crecimiento de la radicula y el hipocétilo de cada una de las
semillas, adicionalmente se establecio el nimero de semillas germinadas y no

germinadas.

4.4.2 Implementacion del Pre-tratamiento a nivel de laboratorio para los
vertimientos de Cobalto y Boro.

Se implemento un pre-tratamiento para cada uno de los vertimientos de agua
residual domestica sintética después de sus actividades; con el fin de reducir

las concentraciones altas de Boroy Cobalto.

4.4.2.1 Montaje de Pruebas con el Pre-tratamiento.

Las pruebas del pre-tratamiento se llevaron a cabo para cada uno de los
vertimientos sulfato de cobalto (CoSO,) y Sodio Tetraborato (Na;B;,07.10 H,0),
con el fin de identificar el nivel de reduccion en las concentraciones de cada
una de estos metales en su vertimiento respectivo, obteniendo un paralelo con
la pruebas iniciales sin tratar, para este tipo de ensayos se realizaron 5

pruebas por cada vertimiento, con 3 réplicas y su respectivo blanco.

4.4.2.2 Preparacion de las diluciones.

Con la muestra del vertimiento sintético de cobalto y boro pre-tratados se
elaboran las siguientes concentraciones (20 ppm, 40ppm, 60ppm, 80ppm Yy
100ppm); para los dos tipos de vertimiento se desarrollo este tipo de diluciones,

cabe mencionar que estas diluciones se manejaron volumen/volumen.

4.4.2.3 Siembra de semillas.

En cada caja de petri se ubica el papel filtro el cual se coloca en la base de
cada caja convirtiéndose en la cama de las 10 semillas, colocandolas en una
secuencia de 3, 4, 3. A cada una de las cajas se agrega 2.5 ml de cada

dilucion del vertimiento pre-tratado. Obtenido el montaje, las cajas son llevadas

74



DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

a las bandejas, para ser cubiertas por los forros y se almacenan durante 5 dias
lo que equivale a 120 horas.

4.4.2.4 Mediciones de efecto.

Se determiné el crecimiento de la radicula y el hipocotilo de cada una de las
semillas, adicionalmente se establecio el nimero de semillas germinadas y no

germinadas.

4.5 CUARTA ETAPA

Luego de determinar las mediciones de efecto se procede a hallar el efecto
toxico potencial del vertimiento tanto tratado como el pre-tratado, como se

menciona a continuacion.

4.5.1 Determinacion del efecto toxico potencial del vertimiento sin tratar y pre-
tratado.

La toxicidad de un contaminante genera diferentes tipos de efectos toxicos
dentro de una poblacion de semillas, estos efectos se pueden contemplar como
niveles de clasificacién para los vertimientos que se generan en las diferentes
actividades. Con el fin de establecer estos niveles de efecto se generan las
siguientes ecuaciones, la primera para determinar la carga toxica y con esta
poder resolver la segunda ecuacion que nos genera la determinacion de indice

de efecto toxico.

loo

Ecuacion 1 Carga TOxica (UT) = X @
Ecuacion 2 IT= log (1+ UT)
Donde:
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v Q: Caudal promedio del efluente, (el cual varia segun la produccién de la

Industria evaluada.
v" CE 50: Concentracion de Inhibicion Media.
v' CT: Carga Toxica, expresada en unidades toxicas.

v IT: indice Toxicoldgico.
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4.5.2 Diagrama de Metodologica.

Se especifica de modo gréafico etapa por etapa de la metodologia empleada en

la investigacion.

[ Bioensayos ]

Acondicionamiento de semillas.

Sensibilidad, Cobalto, Boro, Vertimiento
Sintetico y Pre- tratamiento.

I I I I i

[ BI;nco ][ 20 ppm ][ 40 ppm ] [ 60 ppm ][ 80 ppm ][ 100 ppm ]
| | | | | |

}

[ Siembrade 10 semillas en cada caja petri ]

!

[ Llevara 2,5 ml de la solucidon a cada caja, preservar en oscuridad. ]

}

[ Monitoreo cada 120 horas

[ Tabular datos ]

Fuente: Autores (2010)
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

A partir de la metodologia planteada en el numeral anterior, se realizo la

cuantificacion de los resultados en cada una de las etapas de investigacion:

v" Pruebas de sensibilidad con Dicromato de Potasio.
v Pruebas con sustancias puras.

v Pruebas con el vertimiento de Cobalto y Boro.

En los resultados obtenidos en relacibn con las pruebas mencionadas
anteriormente, se desarrolld el andlisis por cada una de estas como se

evidencia a continuacion:

5.1 Pruebas de Sensibilidad con Dicromato de Potasio (K2Cr207).

Se observo que las primeras etapas de germinacion son mas sensibles a
posibles efectos tdxicos, provenientes por el contacto con un compuesto o
sustancia toxica; éstas mediciones se realizaban pasado el tiempo de
germinacion de las semillas (120 horas), con el fin de obtener los valores reales
que aportarian a determinar las consecuencias y efectos negativos sobre esas

semillas.

La realizacion de siembra de las pruebas de sensibilidad con la sustancia
Dicromato de Potasio (K.Cr,0O-), se realizé con el propdsito de determinar la
carta control de la especie en estudio (semillas de Lactuca sativa L.), y con la

gue se obtuvieron los siguientes resultados:

Las concentraciones efectivas media (CEsp), que afectaban la especie en un

50% de la poblacion con un valor del 35.482 ppm.

La desviacion estandar registrada, tomada con la medicion de la elongacion de
la radicula y el hipocotilo, los cuales fueron tomados cuando la semilla
germinaba después de las 120 horas, estos datos fueron registrados en

milimetros (mm).
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Se determiné los limites maximos y minimos de la concentracion efectiva

media (CEsp) en el desarrollo de las pruebas.

5.1.1 Sensibilidad Valor de la concentracion efectiva media (CEsyo).

La concentracion efectiva media de cada bioensayo realizado, fue hallada
mediante el programa estadistico Probit, donde nos muestra los limites

superiores e inferiores y el promedio por cada bateria de ensayos:

Tabla 4: Resultados de CEsq de las pruebas de sensibilidad con Dicromato de Potasio

(K2Cr,07)
PRUEBAS CE 5 LIMITE LIMITE
mg/L INFERIOR SUPERIOR

1 32.542 30.476 35.645
2 33.201 29.723 40.546
3 40.243 30.534 45.784
4 31.204 21.543 37.657
5 38.354 32.645 40.109
6 35.545 31.367 44.645
7 39.432 30.021 44.762
8 37.536 31.961 43.765
9 36.435 22.493 45.647
10 36.423 29.583 42.089
11 39.851 29.473 47.354
12 33.243 21.463 41.687
13 36.534 32.645 44.306
14 40.722 32.367 45.973
15 33.533 29.763 40.674
16 34.633 32.789 37.564
17 33.265 29.648 39.354
18 29.893 25.763 45.645
19 31.038 26.572 41.653
20 36.021 31.563 39.536
PROMEDIO 35.482 29.119 42.219

Fuente: Autores (2010)
Estos resultados se compararon con diferentes trabajos investigativos donde

usaron la semilla de lechuga Batavia (Lactuca sativa), cuyo bioindicador fue el

mismo antes mencionado, y se encontr0 que la sensibilidad de este trabajo
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investigativo esta establecido dentro del rango determinado por los instigadores
del proyecto de la determinacion de efluente de la (PTAR) de La Calera.

5.1.2 Carta control para el Dicromato de Potasio.

En la grafica uno (1), se representa cada una de las distribuciones de las
concentraciones efectivas medias halladas en las diferentes baterias de
ensayos en las pruebas de sensibilidad con la especie Lactuca sativa L., asi

como su promedio y sus limites superior e inferior:
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Grdfica 1: Carta control del Dicromato de Potasio (K2Cr207)
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Fuente: Autores (2010)
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En las Graficas se puede observar que las pruebas realizadas con el Dicromato
de Potasio sobre las especie Lactuca Sativa, se encuentra dentro de los limites
superior e inferior, asi como también se observa que los valores indican que las
pruebas fueron realizadas siguiendo debidamente los protocolos de ensayo.
Ademas se demostré una eficiente respuesta de los organismos ante el toéxico
de referencia, asi como su viabilidad para ser utilizados con la muestra

ambiental de estudio

5.1.3 Analisis Anova para las pruebas fitotdxicas con Dicromato de Potasio.

Siguiendo la metodologia del protocolo LB-05 de “Siembra de Semillas” (Ver
Anexo A), se realizé el andlisis correspondiente de varianza para los ensayos
sobre Lactuca Sativa, teniendo en cuenta los resultados en las lecturas de cada

una de las pruebas.

En la tabla 4 se observa el desarrollo estadistico de Anova, para el Dicromato
de Potasio; indicando el numero de tratamientos y los resultados estadisticos

en esta serie de pruebas como se muestra en la tabla 6.

Tabla 5. Pruebas de Sensibilidad

No. de Replicas
Concentracion Total Promedio
R1 R2 R3

Blanco 0 0 0 0 0
20ppm 7 6 8 21 7
40ppm 15 19 13 47 15
60ppm 22 16 12 50 17
80ppm 16 18 18 52 17
100ppm 17 20 21 58 19

Total 225 75

Fuente: Autores 2010
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Tabla 6: Tratamientos Anova para las pruebas de sensibilidad

Tratamientos 6
Observaciones 3
Total 18

Fuente: Autores 2010

Tabla 7: Resultados Anova para las Pruebas de sensibilidad

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

Entre grupos 841,17 5 168,23
Dentro de
Grupos

75,0 12 6,25 26,91 311
Total 920 17

Fuente: Autores 2010

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

Se realiz6 el mismo analisis para las 20 pruebas, obteniendo:

Tabla 8: Resultados Anova para Todas las pruebas de Sensibilidad

No. de Pruebas | Fecha F Calculado | F Tedrico Resultado
1 04/08/2010 43,35 3,11 Se acepta H1
2 04/08/2010 33,95 3,11 Se acepta H1
3 04/08/2010 21,46 3,11 Se acepta H1
4 04/08/2010 72,35 3,11 Se acepta H1
5 04/08/2010 71,49 3,11 Se acepta H1
6 09/08/2010 53,42 3,11 Se acepta H1
7 09/08/2010 40,32 3,11 Se acepta H1
8 09/08/2010 35,46 3,11 Se acepta H1
9 09/08/2010 30,21 3,11 Se acepta H1
10 09/08/2010 33,97 3,11 Se acepta H1
11 18/08/2010 34,17 3,11 Se acepta H1
12 18/08/2010 30,33 3,11 Se acepta H1
13 18/08/2010 35,31 3,11 Se acepta H1
14 18/08/2010 28,91 3,11 Se acepta H1
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15 18/08/2010 40,10 3,11 Se acepta H1
16 23/08/2010 39,98 3,11 Se acepta H1
17 23/08/2010 52,84 3,11 Se acepta H1
18 23/08/2010 47,68 3,11 Se acepta H1
19 23/08/2010 69,15 3,11 Se acepta H1
20 23/08/2010 71,23 3,11 Se acepta H1

Fuente: Autores 2010

La anterior tabla muestra que el F calculado para cada una de las pruebas

realizadas, es mayor al F tedrico 3,11, dando como resultado la aceptacion de

H1, lo cual indica que al aumentar la concentraciéon de Dicromato de Potasio

(K2Cr,05), aumenta también la inhibicion de las plantulas expuestas, por tanto

los datos demuestran confiabilidad para la CEsg para el Dicromato de Potasio.

5.1.4 Relaciéon Dosis-Respuesta con Dicromato de Potasio (K,Cr,07).

Esta curva muestra el comportamiento que se tuvo en el proceso de

germinacion y las variaciones presentes con las diluciones realizadas encada

uno de los ensayos.

A continuacion se sefialan los porcentajes de germinacién promedio de los

ensayos con su respectiva dilucién:

Tabla 8: Porcentajes de germinacion de diluciones en pruebas de sensibilidad

Concentracion (ppm)

% Germinacion

20 89.5
40 78.6
60 55.6
80 26.7
100 11.2
Blanco 100

Fuente: Autores (2010)

En la grafica numero 2 muestra el comportamiento obtenido por los organismos

de prueba (semillas de Lactuca saliva L.) frente a cada dilucién realizada con el

téxico de referencia, Dicromato de Potasio (K2.Cr,0-):
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Grdfica 2. Relacion dosis-respuesta en pruebas de sensibilidad.
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Fuente: Autores (2010)

En la Grafica anterior se evidencia el comportamiento que presentan los
organismos cuando son expuestos a diferentes concentraciones de sustancias
toxicas, tal que a mayor concentracion su porcentaje de germinacion
desciende. Se observo que los organismos presentaron sintomas de necrosis
y retraimiento en el crecimiento de las partes de las plantulas (radicula e
hipocdtilo), observando que las concentraciones altas en las semillas, generan
una inhibicién elevada casi del 90 al 95%; por ende se puede identificar la
presencia del pre-tratamiento en la plantula, determinando en la parte superior
(punta) de la radicula y del hipocétilo una quema por la exposicion del agente
téxico al semilla. Sin embargo, en las concentraciones mas bajas el nivel de
germinacién se determiné entre el 80% al 95 % con lo cual se puede identificar
que la germinacion es directamente proporcional al nivel de la concentracién y

gue esta afecta de forma directa a las semillas expuestas en la prueba.
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Foto 5: Sintomas de necrosis en plantulas fotos de necrosis.

Fuente: Autores (Afio 2010).
Otro aspecto que se observa es que se necesitan altas concentraciones del

compuesto toxico, para que se evidencien claros niveles de afectacion (en este

caso inhibicién en la germinacién o sintomas de fitotoxicidad).

Grdfica 3: Porcentaje de germinacion para sensibilidad con Dicromato de Potasio

(K2Cr207)
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Fuente: Autores (2010)

86



DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Como se evidencia en la grafica 3, la media obtuvo un valor de 87.79 y se
determiné como la constante de germinacion en las pruebas realizadas con
Dicromato de Potasio; este dato nos indica el valor promedio de germinacion
(entre 85 y 90%) que se obtuvo en estas pruebas preliminares, confirmando asi
lo dispuesto en las especificaciones de la especie en el momento que fueron
adquiridas y las cuales estan descritas en la metodologia.

5.1.5 Medicion de la radicula y hipocotilo para pruebas de Dicromato de
Potasio (K2Cr207).

Para la realizacion de las pruebas de sensibilidad se utilizo como agente toxico
el Dicromato de Potasio (K>Cr,O5), verificando el crecimiento de la radicula y el

hipocotilo, definiendo los niveles de afectacion del crecimiento de la plantula.

En la tabla 9 se identifican los datos de crecimiento en radicula e hipocotilo en
las 20 pruebas realizadas.

Tabla 9: Mediciones del crecimiento para la radicula y el hipocétilo en las pruebas de
sensibilidad (mm)

No. De Radicula Hipocétilo

Prueba (mm) (mm)
1 11.276 11.837
8.335 12.098

3 12.534 9.783

4 10.594 10.084

5 9.221 9.062

6 11.432 11.673

7 9.234 8.780

8 11.863 10.753

9 11.534 11.089
10 10.873 10.459
11 8.973 9.638
12 9.785 11.158
13 14.903 9.917
14 14.974 10.673
15 15.783 13.873
16 11.893 9.783
17 10.378 12.463
18 9.841 11.840
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19 16.793 10.950
20 12.081 9.783
Promedio 11.615 10.785

Fuente: Autores (2010)

En la tabla 9 se expuso la comparacion en cada una de las pruebas las
longitudes de la radicula y el hipocétilo para cada una de las pruebas;
generando un promedio para todas las pruebas fitotoxicas en este periodo,
donde se menciona que la radicula obtuvo un promedio de 11.615mm vy el
hipocotilo un promedio de 10.785mm donde se aprecia claramente la

afectaciéon del hipocétilo con respecto a la radicula.

Grdfica 4: Medicion del crecimiento para la Radicula y el Hipocdtilo en las pruebas de

sensibilidad.
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Fuente: Autores (2010)

La gréfica 4 se representa el crecimiento promedio de la plantula. En esta se
muestra el crecimiento que presento un comportamiento casi homogéneo en la
radicula e hipocatilo, se debe destacar las niumeros 19, 15y 14 en las cuales
el crecimiento de la radicula fue superior que el del hipocétilo; en el crecimiento

del hipocétilo podemos mencionar que en la mayoria de las pruebas se
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mantuvo un crecimiento cercano al de la radicula como se observa en las
pruebas iniciales de la 1 a la 10 y se discrimina la nimero 19, ya que en ella se
género un crecimiento mayor que el de la radicula en un porcentaje

considerable.

5.2 Analisis de Pruebas Toxicologicas de Cobalto y Boro a partir de
Sulfato de Cobalto (CoSo4, Hidratado) y Sodio Tetraborato (Na2B407.10
H20).

Se determina las sustancias a emplear, para cada uno de los elementos, para
el cobalto se uso sulfato de cobalto (COSO,, Hidratado) y para el boro se
empleo Sodio Tetraborato (Na,B,07.10 H,0).Los cuales se eligieron por sus
caracteristicas de concentracion, su facil acceso, ademas, de su disponibilidad

para la elaboracion de las pruebas.

5.2.1 Bioensayos realizados con sustancias puras.

Se realizan montajes con cada una de las sustancias analizar (Boro y Cobalto)
para realizar las pruebas fitotoxicas, acoplando diez bioensayos por cada
sustancia a evaluar, esto manejando tres replicas que minimizan y garantizan
los resultados obtenidos en las diferentes diluciones usadas, asi como también
el blanco que se tomo como control de referencia para la germinacion de la
plantula, asegurando el desarrollo de las pruebas de manera adecuada. Las
pruebas se aceptan en primera instancia si no se presentan anomalias graves
dentro del control, en este caso las réplicas del blanco las cuales no deben

presentar una inhibicién alta de sus semillas.

5.3 Valor de la Concentracion Media de Inhibicion (CEsp) para el Cobalto a
partir de la Sustancia Pura Sulfato de Cobalto (CoSo,).

Las pruebas expuestas a continuacion se realizaron con el fin de determinar la
CEso, que generan las concentraciones de inhibicion media de las semillas

frente al agente toxico de referencia (cobalto) por medio del programa
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estadistico (PROBIT). Con el desarrollo de estas pruebas se generd la
necesidad de variar las concentraciones moderadamente hasta finalmente
obtener las concentraciones que mostraron efectivamente la inhibicidn
esperada inicialmente, estas concentraciones se prepararon a partir de la sal
sulfato de cobalto (CoSO,).

En la tabla 10 se registra las CEsp determinadas por medio de las pruebas
realizadas con el agente toxico cobalto.

Tabla 10: La CEsq registrada con las pruebas de Cobalto (CoSO,)

PRUEBAS CE 50 LIMITE LIMITE
INFERIOR SUPERIOR

1 20.519 14.487 26.169

2 19.744 14.319 24.796

3 19.299 13.490 24.623

4 18.089 12.180 23.358

5 20.799 14.548 26.672

6 18.878 12.306 24.755

7 20.252 14.431 25.693

8 18.286 12.138 23.755

9 20.456 14.354 26.162

10 18.859 13.136 24.069
PROMEDIO | 19.518 13.539 25.005

Fuente: Autores (2010)

En la tabla 10 se muestra los resultados de las CEsp, determinadas por el
programa (PROBIT); dejando ver las concentraciones en las que las semillas
expuestas a las sustancias toxicas generan inhibicion de mas del 50%. De igual
modo se establece el valor promedio de la CEsp, con un valor de 19.518 mg/L,
y estableciendo la zona de aceptacion con un limite inferior de 13.539 mg/L y
limite superior de 25.005 mg/L; indicando la zona donde se pueden establecer

las diferentes pruebas fitotoxicas para este tipo de sustancia.

5.3.1 Carta de control para sulfato de Cobalto (CoSO,) a partir de la sustancia
pura.

Por medio de la carta control realizada, se observa un comportamiento normal

y equilibrado de las semillas frente a la exposicion del agente toxico (cobalto)
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dentro de los limites superior e inferior .Esta prueba genero afectacion externa
por una concentracion mayor del agente téxico o por afectaciones del ambiente
en el cambio de humedad y temperatura desarrollando un nivel mas alto de
inhibicion de las semillas. En esta carta control se ejecutaron 10 pruebas

fitotoxicas, garantizando la veracidad de los resultados obtenidos.
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Grdfica 5: Carta control para el Sulfato de Cobalto a partir de la sustancia pura
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Fuente: Autores 2010.
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5.3.2 Anova de Sulfato de Cobalto (CoSQ,) a partir de la sustancia pura

A continuacioén se puede observar, el desarrollo estadistico en la generacion de Anova,

para el Sulfato de Cobalto (CoSO,) a partir de la sustancia pura.

Tabla 11: Anova de Sulfato de Cobalto (CoSO,) a partir de la sustancia pura

Concentracién Numero de réplicas Total Promedio
PP R1 R2 R3

60 23 26 23 72 24

50 12 19 12 43 14,33

40 7 9 7 23 7,66

20 3 6 2 11 3,66

10 5 7 5 17 5,66
Blanco 0 0 0 0 0

Total 166 55,33

Fuente: Autores 2010

Tabla 12: Tratamientos Anova para Pruebas del Sulfato de Cobalto (CoSO,)

Tratamientos 6
Observaciones 3
Total 18

Fuente: Autores 2010

Tabla 13: Resultados Anova para Pruebas del Sulfato de Cobalto (CoSO,)

Origen de Sumade Grados Promedio F F
las cuadrados de de Calculado Tebrico
variaciones libertad cuadrados
Entre
grupos 1126,44 5 225,288
Dentro de 51,33 3.11
Grupos 52,66 12 4,388
Total 1179,11 17

Fuente: Autores 2010

Como se puede observar el F calculado es mayor que el F teorico, por
consiguiente se rechaza la hipotesis nula (Ho), y se acepta la hipétesis alterna
(H1), determinando asi que las diferentes concentraciones producen efectos

distintos en las semillas prueba.
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Para las demds pruebas los resultados se encuentran en la tabla numero 14.

Tabla 14: Resultados Anova para las pruebas de Cobalto a partir de Sulfato de
Cobalto (CoSOy).

No. de Fecha F Calculado F Teorico Resultado

Prueba
1 04/06/2010 50.49 3.11 Se acepta H1
2 04/06/2010 53.02 3.11 Se acepta H1
3 09/06/2010 56.00 3.11 Se acepta H1
4 09/06/2010 50.83 3.11 Se acepta H1
5 16/06/2010 51.33 3.11 Se acepta H1
6 16/06/2010 50.72 3.11 Se acepta H1
7 23/06/2010 47.31 3.11 Se acepta H1
8 23/06/2010 49.48 3.11 Se acepta H1
9 28/06/2010 45.015 3.11 Se acepta H1
10 28/06/2010 54.40 3.11 Se acepta H1

Fuente: Autores (2010)

5.3.3 Relacién dosis-respuesta para el Cobalto (CoSO,).

Las dosis suministradas del agente toxico y la exposicion frente a las semillas

arrojaron diferentes niveles de germinacién mostrados posteriormente en la

tabla nUmero 15.

Tabla 15: Paralelo de Concentracién vs Germinacion del Sulfato de Cobalto (CoSQO4)

Concentraciones (ppm)

% Germinacion

Blanco 94.65
10 84.87
20 75.56
40 59.67
50 44.78
60 39.68

Fuente: Autores 2010

Los resultados obtenidos, indican el porcentaje de germinacion el cual cambia

notablemente con la modificacion de las concentraciones de las pruebas
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realizadas con el agente toxico (Cobalto), ademas de establecer que la relacion
dosis-respuesta presenta un comportamiento con tendencia lineal como se

muestra en la grafica namero 6.

Grdfica 6: Dosis-respuesta Sulfato de Cobalto
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Fuente: Autores 2010

En la grafica nUmero 6 se confrontan las concentraciones realizadas a estas
pruebas fitotoxicas, al mismo tiempo se obtuvo el porcentaje de germinacion de
cada una de estas, para determinar el efecto generado a la exposicién de las
semillas de lechuga Batavia (Lactuca sativa). Se comprueba lo nombrado
anteriormente con el aumento de las concentraciones, ya que cuando se
aumenta las concentraciones de cobalto se genera una inhibicion mas alta en

las semillas expuestos durante las pruebas.
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5.3.4 Gréfica de Germinacion para el Sulfato de Cobalto (CoSOy).

Al obtener los datos de germinacion es propicio desarrollar una tabla y a su vez
una grafica en la que se permita observar la comparacién entre las pruebas

realizadas y la media de germinacion.

Grdfica 7: Porcentaje de germinacion de Cobalto.
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Fuente: Autores (2010)

La grafica 7 muestra la comparaciéon de las 10 pruebas realizadas en esta fase,
al igual que los diferentes porcentajes de germinacién obtenidos , con los que
se hallo la media, esta fue de 58.1 indicando que las pruebas nimero 8,9 y 10
se encuentran en nivel bajo con un porcentaje del 40%; en relacion con las
demas pruebas realizadas, obtuvieron un porcentaje de germinacion mayor al
de la media, como las pruebas niumero 1y 2 que obtuvieron valores mas altos
con un porcentaje del 95 % cada una de ellas.

5.3.5 Mediciones de la longitud de la radicula y el hipocétilo para el Cobalto a
partir de la sustancia pura (CoSQO,).

Las diferentes mediciones aplicadas a la radicula y al hipocotilo, fue una de las
fases de mayor importancia en la obtencién de los resultados, ya que en esta

se pudo determinar los efectos, que puede desencadenar el agente tdxico en
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los semillas expuestos en cada una de las concentraciones y por ende en cada

una de las pruebas.

En la tabla 16 se muestra los promedios de la radicula e hipocotilo en cada

concentracion realizadas 10 pruebas.

Tabla 16: Medicion de la Radicula y el Hipocétilo del Cobalto a partir de la sustancia

Grdfica 8: Medicion del crecimiento para la radicula y el hipocdtilo en pruebas de

pura (CoSO4).
No. De Radicula Hipocatilo
Prueba (mm) (mm)
1 22,629 19,357
2 25,558 18,238
3 21,975 17,951
4 19,673 19,238
5 19,568 20,145
6 21,059 18,297
7 20,675 19,658
8 20,987 18,367
9 19,837 20,967
10 20,896 19,385
Promedio 21,286 19,160

Fuente: Autores 2010

Cobalto a partir de la sustancia pura.
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A través del andlisis de datos, se indica un promedio de longitud lograda por la
totalidad de las pruebas realizadas con este tipo de semillas, determinando la
vulnerabilidad de los componentes de las semillas y generando un mayor nivel de
toxicidad en el hipocétilo el cual desarrolld6 un promedio de 19.160mm frente al
alcanzado por la radicula con un valor de 21.286mm.

Con estos datos se afirma que este tipo de toxico genera mayor alteracion en el
hipocétilo que en la radicula al finalizar este ciclo de pruebas.

5.4 Valor de la Concentracion Media de Inhibicion (CEsp) para Boro a partir
de Sodio Tetraborato (NazB407.10 H»0).

Las pruebas expuestas a continuacion se realizaron con el fin de determinar la
CEsp, que generan las concentraciones de inhibicion media de las semillas
frente al agente toxico de referencia (Boro), por medio del programa estadistico
(PROBIT).

Tabla 17: La CEx registrada con las pruebas de Boro

PRUEBAS CE 50 LIMITE LIMITE
INFERIOR SUPERIOR
1 106,805 89,334 144,439
2 93,985 85,682 104,095
3 93,137 85,334 102,431
4 96,685 88,977 106,119
5 97,849 88,876 109,448
6 90,719 82,378 100,562
7 94,897 85,094 107,553
8 89,672 81,751 98,814
9 87,786 78,676 94,071
10 101,143 84,373 132,958
Promedio 95,268 85,047 110,049

Fuente: Autores (2010)
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En la tabla 17 se muestra los resultados de las CEsp, determinadas por el
programa (PROBIT); revelando las concentraciones en las que las semillas
expuestos a las sustancias toxicas generan inhibicion de mas del 50%. De igual
modo se establece el valor promedio de la CEsp, con un valor de 95,268 mg/L,
y estableciendo la zona de aceptacién con un limite inferior de 85,047mg/L y
limite superior de 110,049 mg/L; indicando la zona donde se pueden establecer

las diferentes pruebas fitotoxicas para este tipo de sustancia.
5.4.1 Carta de Control para Boro a partir de la sustancia pura.

Por medio de la carta control realizada, se observa un comportamiento normal
y equilibrado de las semillas frente a la exposicién del agente toxico (Boro)
dentro de los limites superior e inferior .Esta prueba genero afectacion externa
por una concentracion mayor del agente toxico o por afectaciones del ambiente
en el cambio de humedad y temperatura desarrollando un nivel mas alto de
inhibiciébn de las semillas. En esta carta control se ejecutaron 10 pruebas

fitotoxicas, garantizando la veracidad de los resultados obtenidos.
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Grdfica 9: Carta control para el (Boro) a partir de la sustancia pura.
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Fuente: Autores 2010
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5.4.2 Anova de Boro a partir de la sustancia pura

A continuacioén se puede observar, el desarrollo estadistico en la generacién de Anova,

para el vertimiento de Boro.

Tabla 18: Pruebas del Bérax a partir de la sustancia pura.

Numero de réplicas
Concentracién Total Promedio
R1 R2 R3

150 16 22 18 56 18,66
100 9 6 9 24 8
90 5 5 5 15 5
70 3 6 6 15 5

50 1 2 1 4 1,33
Blanco 0 0 0 0 0
Total 114 38

Fuente: Autores 2010

Tabla 19: Tratamientos Anova para Pruebas del Bérax

Tratamientos 6
Observaciones 3
Total 18

Fuente: Autores 2010

Tabla 20: Resultados Anova para Pruebas del Boro.

Origen de Sumade Grados Promedio F F Tedrico
las cuadrados de de Calculado
variaciones libertad cuadrados
Entre
grupos 670,66 5 134,133
Dentro de 51,37 3.11
Grupos 31,33 12 2,611
Total 702 17
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Tabla 21: Resultados Anova para las pruebas de Boro a partir de la sustancia pura.

(NazB407.10 HZO)

Numero de Fecha F Calculado F Teodrico Resultado
Pruebas
1 9/07/2010 56,815 3,11 Se acepta H1
2 9/07/2010 53,540 3,11 Se acepta H1
3 9/07/2010 52,042 3,11 Se acepta H1
4 9/07/2010 53,087 3,11 Se acepta H1
5 9/07/2010 49,277 3,11 Se acepta H1
6 9/07/2010 54,870 3,11 Se acepta H1
7 9/07/2010 51,370 3,11 Se acepta H1
8 9/07/2010 51,019 3,11 Se acepta H1
9 9/07/2010 47,437 3,11 Se acepta H1
10 9/07/2010 52,332 3,11 Se acepta H1

Fuente: Autores (2010)

Como se puede observar en la tabla 21 el F calculado es mayor que el F

tedrico, por consiguiente se rechaza la hipétesis nula (Ho), y se acepta la

hipétesis alterna (H1), determinando asi que las diferentes concentraciones

producen efectos distintos en las semillas prueba.

5.4.3 Relacién dosis-respuesta para el Boro (Na;B;407.10 H,0).

Las dosis suministradas del agente toxico y la exposicion frente a las semillas

arrojaron diferentes niveles de germinacién mostrados posteriormente en la

tabla nimero 22.
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Tabla 22: Paralelo de Concentracion vs Germinacion de Boro.

Concentracion % Germinacion
(ppm)
BLANCO 100
50 96,0
70 76,0
90 60,0
100 33,0
150 18,0

Fuente: Autores (2010)

Los resultados obtenidos, nos indican el porcentaje de germinacion el cual
cambia notablemente con la modificacion de las concentraciones de las
pruebas realizadas con el agente téxico (cobalto), ademas de establecer que la
relacion dosis-respuesta presenta un comportamiento con tendencia lineal

como se muestra en la grafica nimero 10.

Grdfica 10: Dosis-respuesta de Boro a partir de la sustancia pura.
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Fuente: Autores 2010

En la grafica nimero 10 se confrontan las concentraciones realizadas a estas
pruebas fitotdxicas, al mismo tiempo se obtuvo el porcentaje de germinaciéon de
cada una de estas, para determinar el efecto generado a la exposicion de las
semillas de lechuga Batavia (Lactuca sativa). Se comprueba lo nombrado

anteriormente con el aumento de las concentraciones, ya que cuando se
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aumenta las concentraciones de Boro se ve afectada la inhibicion en las

semillas expuestos durante las pruebas.

5.4.4 Gréfica de germinacion para el Boro.

Al obtener los resultados de germinacion se genero una tabla y a su vez una
gréfica en la que permite observar la comparacion entre las pruebas realizadas

y la media de germinacion.

Grdfica 11: Comparacion de la germinacion promedio en las todas las pruebas.
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Fuente: Autores 2010

Con la grafica 11 se establece la media con un valor de 77,154 y se destacan
pruebas que expresan diferencias en la grafica, estas pruebas son la nimero 3,
4 'Y 5 las cuales tienen un nivel méas alto de germinacion con un valor del 90%
presentando un nivel mas alto de resistencia a las concentraciones propuestas
en esta fase. También se reitera la prueba nimero 10 por obtener el porcentaje
de germinacion mas bajo identificando una mayor sensibilidad en esta prueba
generando un ajuste al medio durante la realizacién de la totalidad de las
pruebas fitotoxicas.

Se establece que la mayoria de pruebas en esta fase son cercanas a la media
generando un comportamiento homogéneo en la gréfica.
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5.4.5 Mediciones de la longitud de la radicula y el hipocotilo para el Boro.

Las diferentes mediciones aplicadas a la radicula y al hipocotilo, fue una de las
fases de mayor importancia en la obtencion de los resultados, ya que en esta
se pudo determinar los efectos, que puede desencadenar el agente toxico en
los semillas expuestos en cada una de las concentraciones y por ende en cada

una de las pruebas.

Tabla 23: Mediciones del crecimiento de la radicula y el hipocoétilo en pruebas con
Boro a partir de sustancia pura.

No. De Radicula Hipocétilo
Prueba (mm) (mm)
1 19,236 20,156
2 18,236 21,265
3 19,235 19,278
4 19,247 18,387
5 19,236 19,687
6 18,238 18,698
7 17,299 19,879
8 18,239 20,687
9 19,278 21,698
10 18,197 20,896
Promedio 18,644 20,063

Fuente: Autores (2010)
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Grdfica 12: Medicion del crecimiento para la radicula y el hipocétilo en pruebas Boro a
partir de la sustancia pura.
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Fuente: Autores 2010

La grafica nimero 12 muestra el comportamiento permite desarrollar la
comparacion de la elongacion de la radicula y del hipocoétilo observando que
mantuvieron un comportamiento muy regular pues tienen casi la misma
medicion, y se reafirma que en este tipo de pruebas se afecta més la radicula

gue el hipocotilo durante todas las pruebas.

5.5 Valor de la concentracion efectiva media (CEsp) para el vertimiento de
Cobalto.

El fin de la obtencion de la CEsg, es identificar el nivel de inhibicién reflejada por
los semillas; dentro de esta investigacion se busca definir la CEsy, para el
vertimiento de cobalto, realizado sintéticamente, para asi evaluar el efecto que
produce en los semillas y poder realizar una comparacién final con el

vertimiento, luego de aplicar el pre-tratamiento.

En la tabla nimero 23 se indican los valores obtenidos de la CEsg, en las
pruebas realizadas con el programa estadistico (PROBIT), por medio de esta
se referencia los limites inferior, superior, y el promedio de la CEsy para el

vertimiento de cobalto.
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Tabla 24: Inhibicibn media de la poblacién para el vertimiento de Cobalto a partir de la
sustancia pura.

PRUEBA | CE50 | Limite Inferior | Limite Superior
1 49,088 41,601 56,769
2 49,285 41,610 57,183
3 47,937 40,177 55,882
4 49,143 41,788 56,667
5 49,241 41,651 57,031
Promedio | 48,939 41,365 56,707

Fuente: Autores (2010)

De acuerdo con los datos de la tabla 24 se establecié un promedio de 48,939
mg/L del vertimiento de cobalto lo cual nos indica que con esta concentracion
se produce la inhibicibn del 50% de la poblacién expuesta y también, se
determind la zona de aceptacion para este tipo de toxico; la zona se encuentra
delimitada por un limite inferior de 41,365 mg/L y uno superior de 56,707 mg/L
generando la zona dentro de la cual se deben ubicar las pruebas para ser

aceptadas en el manejo de este téxico.

Por medio de los datos de la tabla 23 se realizara la carta control indicando las

pruebas mas vulnerables durante la realizacion de las pruebas fitotdxicas.

5.5.1 Carta de control para el vertimiento de Cobalto proveniente de agua
residual domestica sintética.

El objetivo de la grafica 13, es delimitar la zona de aceptacion para este tipo de
toxico, la cual se obtiene con el promedio de la CEsp con un valor de 48,049
mg/L y desarrollando también un promedio para la CEsg inferior y superior,
encontrandose con los siguientes valores para cada una de ellas, limite inferior
40,368 mg/L y limite superior 55,887 mg/L; se observo que el comportamiento
de las pruebas fue adecuado, registrandose la totalidad de las pruebas dentro

de la zona de aceptacion para este toxico.
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Grdfica 13: Carta control para el vertimiento de Cobalto a partir de la sustancia pura
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Fuente: Autores (2010)
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5.5.2 Anova para el vertimiento de Cobalto.

A continuacion se puede observar, el desarrollo estadistico en la generacion de
Anova, para el vertimiento de Cobalto proveniente de agua residual domestica
sintética; indicando el nimero de tratamientos como se muestra en la tabla 26,
de igual forma los resultados estadisticos en esta serie de pruebas como se

muestra en la tabla 27.

Tabla 25: Anova de Cobalto a partir de la sustancia pura.

- Numero de réplicas
Concentracion Total Promedio
ppm
R1 R2 R3

60 23 26 23 72 24
50 12 19 12 43 14,33
40 7 9 7 23 7,66
20 3 6 2 11 3,66
10 5 7 5 17 5,66

Blanco 0 0 0 0 0
Total 166 55,33

Fuente: Autores 2010

Tabla 26: Tratamientos Anova para Pruebas del Sulfato de Cobalto (CoSO,)

Tratamientos 6
Observaciones 3
Total 18

Fuente: Autores 2010

Tabla 27: Resultados Anova para Pruebas de Cobalto a partir de la sustancia pura.

Origen de Suma de Grados Promedio = F
las de de .
e cuadrados . Calculado Tebrico
variaciones libertad | cuadrados
Entre
grupos 1126,44 5 225,288
Dentro de
Grupos 52,66 12 4,388 51,33 3.11
Total 1179,11 17

Fuente: Autores 2010

Como se puede observar en la tabla 26 el F calculado es mayor que el F

tedrico, por consiguiente se rechaza la hipétesis nula (Ho), y se acepta la
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hipotesis alterna (H1), determinando asi que las diferentes concentraciones
producen efectos distintos en las semillas prueba.
Para las demas pruebas, los resultados se encuentran en la tabla nimero 28

realizada a continuacion.

Tabla 28: Resultados Anova para las pruebas de vertimiento de Cobalto.

Numero de Fecha F Calculado F Tedrico Resultado
Pruebas
1 9/07/2010 51,331 3,11 Se acepta H1
2 9/07/2010 50,724 3,11 Se acepta H1
3 9/07/2010 47,318 3,11 Se acepta H1
4 9/07/2010 44,482 3,11 Se acepta H1
5 9/07/2010 46,567 3,11 Se acepta H1

Fuente: Autores (2010)

5.5.3 Relacién dosis-respuesta para vertimiento de Cobalto.

Con la relacion dosis-respuesta del agente tdxico, en este caso el vertimiento
de cobalto del agua residual domestica sintética, indica que es directamente
proporcional al porcentaje de germinacién con respecto al nivel de la
concentracion suministrada a las semillas expuestas en el desarrollo de la
pruebas fitotoxicas; por medio de las distintas concentraciones utilizadas para
estas pruebas se desarrollaron diferentes porcentajes de germinacion los
cuales se colocan en la tabla nimero 29 realizada a continuacion.

Para tener mayor claridad se realizé la grafica numero 14.

Tabla 29: Porcentaje de germinacion VS Concentracion de Cobalto.

Concentracion (ppm) | % Germinacién
Blanco 90
20 80
40 65
60 40
80 20
100 5

Fuente: Autores (2010)
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Grdfica 14: Dosis — Respuesta en pruebas de vertimiento con Cobalto.
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Podemos observar que la dosis aplicada en las semillas a medida que

disminuye ejerce un aumento en la germinacion de forma ascendente como lo

plasma la Gréafica 13; reflejando que las concentraciones de 100 mg/L, se

genera una germinacion del 5 % y en la concentracion mas bajas se genera el

80% de germinacion.

5.5.4 Germinacion para vertimiento de Cobalto.

Para obtener el paralelo y posibles diferencias entre las diversas pruebas e

igualmente para generar confrontacién con la medida de estas; se presenta en

la siguiente gréfica:
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Grdfica 15: Comparacion de la Germinacion en las diferentes Pruebas.
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Fuente: Autores (2010)

Como se puede observo en la gréafica 15, la prueba nimero 1 sobresale ya que
muestra un indice alto de germinacion con el 83%, demostrando un nivel
superior a la media (45,2%) teniendo mayor resistencia al agente téxico, por el
contrario se observan que la prueba 5 se encuentra en un nivel bajo de
germinacion del 5%; la grafica muestra el comportamiento que presentaron las

semillas frente a la concentracion en cada prueba.

5.5.5 Medicion de la Longitud de la radicula y el hipocotilo para vertimiento de
Cobalto.

Con la longitud obtenida de la radicula e hipocaétilo se comprueba los efectos
generados por el agente toxico (vertimiento sintético) y asi determinar el efecto
que presenta en la estructura de la radicula e hipocétilo durante este proceso,

el resultado de ello se muestra en la tabla niUmero 30.
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Tabla 30: Mediciones de crecimiento para la Radicula e Hipocétilo en pruebas del
vertimiento de Cobalto.

Pruebas Radicula Hipocotilo
(mm) (mm)
1 7,9 6,6
2 7,8 6,3
3 7,9 7,6
4 9,2 8,2
5 7,9 6,9
Promedio 8,14 7,12

Fuente: Autores (2010)

Segun los resultados de la tabla 30 se puede observar el comportamiento
directo en la longitud de la radicula y del hipocétilo y asi detectar que el efecto
en el hipocotilo es mas alto con un valor de 8,2 mm en su longitud comparado

con la radicula con un valor de 9,2 mm.

Grdfica 16: Paralelo de la Elongacion en las diferentes pruebas con el vertimiento de
Cobalto.
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Como se ha mencionado la semilla reaccion6 mostrando alteracion en el
crecimiento de la radicula e hipocétilo, indicando una alteracion semejante ante
los componentes empleados. La prueba nimero 4 tuvo mayor crecimiento en la
radicula con un valor de 9.2 mg/L y el hipocdtilo con 8.2 mg/L; como lo
demuestra esta prueba la diferencia entre los componentes a la exposicion
toxica es minima; las demas pruebas presentan normalidad frente a lo
evidenciado por la gréfica, presentan una media de 8,14 mg/L en la radicula y

una media de 7,12 mg/L en el hipocdtilo.

5.6 Valor de la Concentracion Efectiva Media (CE50) para el vertimiento de
Boro.

Por medio de la CEsp se puede determinar las concentraciones medias de
inhibicién, es decir las que generan la muerte de la mitad de las semillas; por
medio de la investigacion se define la concentracion del agente toxico
(vertimiento de Boro) proveniente de Agua residual domestica sintética. Este
agente permite definir los efectos a los que esta expone la semilla durante las

pruebas, como se muestra en la tabla 31.

Tabla 31: Inhibicion media de la poblacion para pruebas con vertimiento de Boro.

N° de Pruebas CE50 Ih:‘gquitoer Limite Superior
1 64,894 54,879 78,636
5 58,353 49,823 68,341
3 58,978 50,241 69,363
4 57,993 49,251 68,2894
5 68,530 57,764 84,6521
PROMEDIO 61,750 52,392 73,8563

Fuente: Autores (2010)

En la tabla 31 se define el promedio de la CEs5p con un valor de 61.750 mg/L;
esta concentracion indica que el 50% de la poblacion genera inhibicidon durante
el desarrollo de la pruebas. Se determind la zona de aceptacion para este tipo
de toxicé con un limite inferior de 52.392 mg/L y un limite superior de 73.8563
mg/L estableciendo la zona de ubicacion de las diferentes pruebas para este

tipo de téxico.
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5.6.1 Carta de control para el vertimiento sintético de Boro.

Grdfica 17: Carta de control para el vertimiento con Boro.
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La realizacion de la carta de control expuesta en la grafica 17, permitid
establecer que las pruebas se ubican en la zona de aceptacion por los limites
inferior y superior, determinados por el programa estadistico (PROBIT), de
esta manera y como se puede observar, la primera y ultima prueba generaron
mayor sensibilidad frente al agente téxico, en las pruebas intermedias a estas
se evidencid menor sensibilidad en relacion a dicho agente téxico con una

diferencia de 9 mg/L en la concentracion media de inhibicion.

5.6.2 Anova para el vertimiento de Boro.

A continuacion se puede observar, el desarrollo estadistico en la generacion
de Anova, para el vertimiento sintético de Boro; indicando el namero de
tratamientos como se muestra en la tabla 32, de igual forma los resultados

estadisticos en esta serie de pruebas como se muestra en la tabla 32.

Tabla 32: Pruebas del vertimiento sintético de Boro.

Numero de réplicas
Concentracion Total Promedio
R1 R2 R3
100 2 2 2 6 2
80 1 1 1 3 1
60 2 0 2 4 1,33
40 0 0 0 0 0
20 0 0 1 1 0,33
Blanco 0 0 0 0 0
Total 14 4,66

Fuente: Autores (2010)

Tabla 33: Tratamientos Anova para vertimiento sintético de Boro.
Tratamientos | 6

Observacion | 3

Total 18
Fuente: Autores (2010)
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Tabla 34: Resultados Anova para vertimiento sintetico para Boro.

Origende | Sumade | Grados | Promedio F F
las cuadrados de de Calculado | Teorico
variaciones libertad | cuadrados
Entre
grupos 9,777 5 1,955
Dentro de 7,04 3.11
Grupos 3,333 12 0,277
Total 13,111 17

Fuente: Autores (2010)
Como se puede observar en la tabla 34, el F calculado es mayor que el F
tedrico, por consiguiente se rechaza la hipétesis nula (Ho), y se acepta la
hipétesis alterna (H1), determinando asi que las diferentes concentraciones
producen efectos distintos en los semillas prueba.

Para las demas pruebas los resultados se encuentran en la tabla numero 35:

Tabla 35: Resultados Anova para las pruebas de Vertimiento sintetico de Boro.

Numero de Fecha F Calculado F Tedrico Resultado
Pruebas
1 9/07/2010 56,8151515 3,11 Se acepta H1
2 9/07/2010 53,0870968 3,11 Se acepta H1
3 9/07/2010 54,8708333 3,11 Se acepta H1
4 9/07/2010 54,3157895 3,11 Se acepta H1
5 9/07/2010 56,4075472 3,11 Se acepta H1

Fuente: Autores (2010)

5.6.3 Relacién dosis-respuesta para vertimiento de Boro.

En la tabla nimero 36 se reune los datos obtenidos para la CEsg, estableciendo

el porcentaje de germinacion por cada concentracion.

Tabla 36: Porcentaje de germinacion vs concentracion.
Concentracion (ppm) | % Germinacion

Blanco 98
20 95
40 73
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El porcentaje obtenido de germinacion en la prueba con vertimiento de Boro, no

manifiesta diferencia en relacion con las demas fases de las diversas pruebas,

considerando que a niveles altos de concentracion este porcentaje de

germinacién es minimo. Sin embargo, cuando hay modificaciones de la

concentracion aumenta dicho porcentaje, para mayor claridad en las

diferencias mencionadas se presenta la grafica 18.

Grdfica 19: Dosis-repuesta del vertimiento de Boro
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Fuente: Autores 2010

Como se puede observar, al aumentar las concentraciones la germinacion es

menor como sucede para 20 y 15 mg/L donde la concentracién tiene un

porcentaje del 20% y las concentraciones mas bajas mantienen porcentajes

mayores de germinacion casi del 85% en las semillas expuestas.
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5.6.4 Germinacion para el vertimiento de Boro.

En la grafica numero 20 se muestra con mayor claridad la media y comparacion

entre las diferentes pruebas realizadas.

Grdfica 20: Germinacidn de los organismos para el vertimiento de Boro en cada una de
las pruebas.
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Fuente: Autores (2010)

En la gréfica 20 el porcentaje en la media de las pruebas fue de 82,23%; dentro
de esta se establecen comparaciones entre la media y el porcentaje de
germinacion, en relacion con la media de las pruebas nimero 1 y 2 con un
porcentaje del 95% por encima de la germinacion obtenida con la media, por
altimo las pruebas con un nivel bajo con el 55.930% de dicha germinacion con
respecto a la media. Esta gréfica indica que las semillas empleadas cumplen

con las caracteristicas de los bioindicadores frente a este tipo de toxico.

5.6.5 Medicion de la longitud de la radicula y el hipocétilo para el vertimiento de
Boro.

El promedio de longitud de la radicula y del hipocoétilo que alcanzan estas
semillas durante la aplicacion de las diferentes pruebas, contribuye a la
definicién de la presencia de algun tipo de influencia en la semilla, ya sea por

parte o no del agente téxico, por esta razén las longitudes de la radicula y del
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hipocotilo se establecen dentro de la siguiente tabla como un indicador de la

presencia toxica.

Con los resultados obtenidos en la tabla numero 37 se establecio el promedio
de la elongacioén para la radicula y para el hipocatilo indicando que la estructura
de la semilla fue la mas vulnerada por la exposicion del agente toxico; se
determind que el hipocotilo fue la estructura de la semilla mas afectada al
generar un promedio de 22,581 mm con respecto al de la radicula con un valor
de 18,584 mm, lo cual indica una mayor afectacion sobre el hipocotilo por parte

del agente toxico.

Tabla 37: Mediciones del crecimiento para la radicula y el hipocétilo en pruebas con el
vertimiento de Boro.

Pruebas | Radicula (mm) | Hipocétilo (mm)
1 14 17
2 19,9 23,401
3 22,44 25,889
4 18,687 23,459
5 17,895 23,156
Promedio 18,584 22,581

Fuente: Autores (2010).

Esta grafica permite observar el comportamiento de las pruebas ha sido
homogéneo, la radicula tuvo menor afectacibn que la producida en el
hipocotilo, indicando que la plantula obtuvo una influencia semejante en todas
las pruebas, manejadas con una misma intensidad, identificandonos que en la
aplicacién de las pruebas se realiz6 un adecuado proceso en cada una de

estas.
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Grdfica 19: Medicion del crecimiento para la radicula y el hipocétilo en pruebas de
vertimiento de Boro.
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Fuente: Autores (2010).

5.7 Proceso de pre-tratamiento para los vertimientos de Cobalto y Boro.

En el proceso de la investigacion, al igual que en la aplicacion y desarrollo en
cada una de pruebas ya mencionadas a lo largo de los resultados, permite
identificar los posibles dafios que puede generar los residuos de las
concentraciones empleadas al contacto con el medio ambiente; para esto se
desarrolla la fase en la investigacién denominada Pre-Tratamiento, para cada
uno de los vertimientos (Cobalto y Boro), para asi minimizar las
concentraciones y efectos generados por los agentes toxicos usados con los

bioindicadores.

En la realizacién del pre- tratamiento se ejecutaron dos métodos para los
vertimientos sintéticos de Cobalto y Boro, y asi en sus respectivas siembras

con cada una de estas, los cuales se mencionan a continuacion
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5.7.1 Filtracién y Carbon Activado

Este método se utiliza con el fin de eliminar olores, la remocion de solidos
suspendidos y en algunos casos el color varia dependiendo de los solidos
contenidos en el agua residual domestica, como una alternativa ambiental en
los analisis fisicoquimicos, a continuacion se observa el montaje de este

método.

Tabla 38: Material empleado en Pre- tratamiento para Cobalto y Boro.

Materiales Cantidad Imagen
Bomba al Vacio 1
Erlenmeyer con 5
desprendimiento lateral
Embudo de Porcelana 1
Papel Filtro 1
Balon Aforado de 1000ml 3

Fuente: Autores (2010).
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5.7.2 Valor de la concentracion efectiva media (CE50) para el pre-tratamiento
de Cobalto.

La concentracion de inhibicion media, generada a lo largo de la aplicacion y
realizacion de las diversas pruebas, permite indicar el grado de reduccion
evidenciado en el proceso quimico, en el pre-tratamiento empleado para este
tipo de vertimientos; en la tabla numero 39 se presentan las mediciones

significativas y los limites para la CEsy.

Tabla 39: La CEsq registrada con el pre-tratamiento de Cobalto.

LIMITE LIMITE
PRUEBAS - INFERIOR SUPERIOR
1 47,220 41,521 52,122
2 45,850 40,289 51,028
3 46,891 39,874 49,623
4 45,752 39,546 48,912
5 49,458 39,238 52,581
PROMEDIO | 47,034 40,094 50,853

Fuente: Autores (2010)

Con las mediciones de la CEsp, se determiné el promedio de esta dando como
resultado 47.0.34 mg/L, indicando el nivel de concentracién se produce el 50%
de inhibicion de la poblacién expuesta en las pruebas; también establecio la
zona de aceptacion indicada por los promedios de los limites inferiores con un
valor de 40.094 mg/L y un limite superior de 50.853 mg/L para la ubicacion de

las diferentes pruebas con este tipo de toxico pre-tratado.

5.7.3 Carta de control para el pre-tratamiento del vertimiento de Cobalto

proveniente del Vertimiento sintético.

La carta de control de la Grafica 20, muestra los rangos obtenidos con el
programa estadistico (PROBIT), para determinar la zona de equilibrio de las
CES50, para este tipo de bioindicadores como en la semilla de lechuga (Lactuca
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sativa L.); indicando que las diferentes pruebas se manejaron bajo los mismos

parametros de disefio y duracion en este ciclo de la investigacion.
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Grdfica 20: Carta de control pre-tratamiento para el vertimiento sintético de Cobalto.
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5.7.4 Anova para el pre-tratamieto del vertimiento de Cobalto.

A continuacion se puede observar, el desarrollo estadistico en la generacion de
Anova, para el pre- tratamiento de Cobalto proveniente del vertimiento sintético
de agua residual domestica; indicando el nimero de tratamientos como se
muestra en la tabla 41, de igual forma los resultados estadisticos en esta serie

de pruebas como se muestra en la tabla 42.

Tabla 40: Resultados Anova para Pruebas del pre-tratamiento de Cobalto

Numero de réplicas
Concentracion Total | Promedio
R1 | R2 R3
100 2 2 2 6 2
80 0 0 1 1 0,333
60 0 0 1 1 0,333
40 1 0 0 1 0,333
20 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0
Total 9 3

Fuente: Autores (2010)

Tabla 41: Tratamientos Anova para Pruebas del pre-tratamiento de cobalto
Tratamientos | 6
Observaciones | 3

Total 18
Fuente: Autores (2010)

Tabla 42: Resultados Anova para Pruebas del pre-tratamiento de cobalto

Origen de las Sumade Grados Promedio de F F
variaciones cuadrados de cuadrados Calculado | Teoérico
libertad
Entre grupos
grup 8,5 5 1,7
Dentro de 10,2 3.11
Grupos 2 12 0,166
Total 10,5 17

Fuente: Autores (2010)

Como se puede observar en la tabla 42, el F calculado es mayor que el F tedrico,

por consiguiente se rechaza la hipotesis nula (Ho), y se acepta la hipétesis alterna
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(H1), determinando asi que las diferentes concentraciones producen efectos

distintos en las semillas de la prueba.

Grdfica 21: Resultados Anova para las pruebas del pre-tratamiento de cobalto.
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Fuente: Autores (2010)

5.7.5 Relacion dosis-respuesta para el pre-tratamiento de Cobalto.

En la relacion dosis-respuesta para el pre-tratamiento de cobalto, se desarrollé
un paralelo para determinar por medio de las siguientes tablas y/o graficos la
incidencia que tiene un agente téxico en el medio de descarga, identificando de
igual modo las diferentes concentraciones, ademas de su incidencia indicando
qué porcentaje de germinacién es mayor en concentraciones bajas y presenta

una alta reduccién en las concentraciones elevadas.
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Tabla 43: Comparacion de los porcentajes de germinacion con las concentraciones del
pre-tratamiento de cobalto.

Concentracién (ppm) | % Germinacion
20 97
40 79
60 65
80 49
100 23
Blanco 100

Fuente: Autores (2010)

En la aplicacion de las diferentes concentraciones, se indicd que la germinacion
reaccion6 de igual modo que las anteriores pruebas de este tipo. Es cambiante
de manera proporcional a una mayor concentracion por parte del agente toxico,
manifestando reduccion en la germinacion; en el desarrollo del pre-tratamiento
en nivel de germinacibn presenta incremento con respecto a las
concentraciones establecidas en la germinacion del vertimiento de cobre sin
previo tratamiento; estos aumentaron los niveles de expectativa del
contaminante satisfacen el medio y los bioindicadores para esto se genero la

grafica numero 21.
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Grdfica 21: Dosis-respuesta del pre-tratamiento para el vertimiento de Cobalto.
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Como se evidencia en los datos arrojados en las concentraciones y su
porcentaje de germinacion se establece una relacion directamente

proporcional.

5.7.6 Tabla de germinacion para Pre-tratamiento del vertimiento de Cobalto.

La germinacion es un indicador fundamental para la deteccién del efecto téxico
en el bioindicador; en el analisis realizado en esta investigacion, se evidencia el
crecimiento de los bioindicadores, al igual que en las pruebas mas vulnerables
al agente toxico, o por el contrario a las que manifiestan mayor resistencia a
este tipo de contaminantes expuesto a la semilla de lechuga (Lactuca sativa
L.); con el estudio de las diferentes pruebas y la obtencion de la media se

genera la grafica niumero 22.
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Grdfica 22: Porcentaje de germinacion con pre-tratamiento de cobalto.
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En el grafico 22 se muestra, las pruebas numero 1, 2 y 3, con resultados entre
los rangos superiores al 65% de germinacion. De igual modo estas se
encuentran por encima de la media establecida para este grupo de pruebas,
indicando que estas generaron mayor resistencia al agente téxico que las
pruebas 4 y 5, ya que estas Ultimas pruebas mantienen un porcentaje inferior a
las anteriores; desencadenando mayor interés por la prueba numero 4 la cual
obtuvo bajo porcentaje 54%) obteniendo menor resistencia de los
bioindicadores al agente toxico o posiblemente una influencia externa; dentro
de estos casos se establece un incremento en la germinacién luego del

proceso de pre-tratamiento con el vertimiento.

5.7.7 Medicion de la longitud de la radicula y el hipocétilo con el pre-
tratamiento de cobalto.

En relacion con el promedio de la longitud de la radicula e hipocdtilo, se
generd para cada una de las pruebas diferentes graficos comparativos de
dichas mediciones, donde se puede establecer que el componente de la
plantula no obtuvo mayor afectacion por el agente téxico en la aplicaciéon de las

diferentes pruebas.
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Tabla 44: Mediciones del crecimiento para la radicula y el hipocétilo en pruebas del
pre-tratamiento de cobalto.

No. De Prueba|Radicula (mm) |Hipocétilo (mm)
1 14,812 23,268
2 13,268 22,597
3 15,632 25,658
4 13,456 24,268
5 13,126 26,867
Promedio 14,059 24,532

Fuente: Autores (2010)

Por medio de la tabla numero 44 se establecio el promedio de la radicula con un

valor de 14,059 mm y el promedio del hipocétilo con un valor de 24,532 mm; estos

resultados nos indican que la radicula gener6 una mayor afectacion con la

exposicion del agente toxico que el hipocétilo el cual desarrolld6 una mayor

elongacién al finalizar las pruebas fitotdxicas del toxico.

Grdfica 23: Medicion del crecimiento para la radicula y el hipocdtilo en pruebas de pre-
tratamiento con cobalto.
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Fuente: Autores (2010)

Con el analisis de datos, se muestra que el promedio de la radicula e hipocdtilo

en las diferentes pruebas, constituye un incremento de la longitud en el

hipocotilo y desarrollaron una afectacion toxica influyente en la radicula con un

promedio de longitud de 14,059 mm en comparacion con los 24,532 mm que
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alcanzo el hipocotilo; estas pruebas evidencian un nivel de efecto toxico sobre
los bioindicadores, el cual es leve en el desarrollo de las plantulas durante el

ciclo de pruebas.
5.8 valor de la concentracion efectiva media (ce50) para el pre-
tratamiento de Boro

Este pre—tratamiento de Boro, busca generar incremento positivo en todos los
valores estudiados anteriormente; a continuacidon se muestra una tabla con los

valores de la CE50 en cada una de las pruebas.

Tabla 45: Inhibicion del 50% de la poblacion expuesta con el pre-tratamiento de Boro.

PRUEBAS CE 50 LIMITE LIMITE
INFERIOR SUPERIOR

1 57,220 51,521 62,122

2 55,850 50,289 61,028

3 56,891 52,374 61,278

4 55,752 51,446 64,912

5 59,458 56,238 62,581
PROMEDIO 57,034 52,374 62,384

Fuente: Autores (2010)

En esta tabla 45 se indica las CEsg con un valor de 57,034 mg/L estableciendo
gue esta es la concentracion en la que se genera el 50% de la inhibicion de las
semillas expuestas al agente toxico; también se determind la zona de
aceptacion la cual de delimita con los siguientes rangos, limite inferior de
52,374 mg/L y un limite superior de 62,384mg/L desarrollando la zona de
aceptaciéon donde se deben ubicar los resultados de las pruebas empleadas

con este tipo de contaminante
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5.8.1 Carta de control para el pre-tratamiento del vertimiento sintético de Boro.

Grdfica 24: Carta control para el pre-tratamiento de Boro.
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En relacién con la carta de control para el pre—tratamiento de Boro, se encontrd
que las pruebas realizadas, se hallan en la zona de aceptacion segun los
limites inferiores y superiores, determinados por el promedio de los limites
inferiores y superiores otorgados por la CEsp establecidos con el programa
(PROBIT). Esta zona se ubica dentro de 50 y 65 mg/L indicando un incremento
satisfactorio en la posible influencia del agente téxico con exposicion a los

bioindicadores.

5.8.2 Anova para el pre-tratamiento del vertimiento de Boro.

A continuacion se puede observar, el desarrollo estadistico en la generacion de
Anova, para el pre- tratamiento de Boro proveniente del vertimiento sintético;
indicando el niumero de tratamientos como se muestra en la tabla 47, de igual
forma los resultados estadisticos en esta serie de pruebas como se muestra en la
tabla 48.

Tabla 46: Pruebas del pre-tratamiento de Boro.

Concentracion Numero de réplicas Total Promedio
R1 R2 R3
100 2 2 2 6 2
80 1 1 1 3 1
60 2 0 2 4 1,333
40 0 0 0 0 0
20 0 0 1 1 0,333
Blanco 0 0 0 0 0
Total 14 4,667

Fuente: Autores (2010)

Tabla 47: Tratamientos Anova para Pruebas del pre-tratamiento de Boro.

Tratamientos | 6

Observaciones | 3

Total 18
Fuente: Autores (2010)
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Tabla 48: Resultados Anova para Pruebas del pre-tratamiento de Boro.

Origende | Sumade | Grados | Promedio F F
las cuadrados de de Calculado | Teorico
variaciones libertad | cuadrados

Entre

grupos 9,777 1,955

Dentro de 3,333 12 0,277 7,04 3.11

Grupos

Total 13,111 17

Fuente: Autores (2010)

Tabla 49: Resultados Anova para todas las Pruebas del pre-tratamiento de Boro.

NUumero de Pruebas | Fecha |F Calculado | F Tedrico | Resultado
1 9/07/2010 3,2 3,11 Se acepta H1
2 9/07/2010 54 3,11 Se acepta H1
3 9/07/2010 53 3,11 Se acepta H1
4 9/07/2010 3,4 3,11 Se acepta H1
5 9/07/2010 3,25 3,11 Se acepta H1

Fuente: Autores (2010)

5.8.3 Relacién dosis-respuesta para el pre-tratamiento de Boro.

Esta relacion dosis-respuesta para el pre-tratamiento de Boro, presenta los

diferentes efectos que causa el

contaminante

al

ser expuesto a

los

bioindicadores, donde su nivel de germinacidn se puede realizar con la

variacion entre las concentraciones y la diferencia entre las mismas.

Para mayor claridad con respecto a lo anterior, se presenta a continuaciéon la

clasificacion de los diferentes porcentajes de germinacion donde se modifican las

concentraciones en la tabla 50.
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Tabla 50: Porcentaje de germinacién vs concentracion

CONCENTRACION | o ~covinaciON
(ppm)
BLANCO 100
20 98
40 85
60 73
80 62
100 32

Fuente: Autores (2010)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

En la tabla 50 se establecen nuevos niveles de germinacion luego de la

implementacion del pre-tratamiento en el vertimiento de Boro, estos niveles

indican que las concentraciones de 70 (ppm) genera el 51% de la afectacion en

poblacidén expuesta desencadenando una germinacion en presencia del agente

toxico.

En relacion con la recoleccion de datos, se hace necesaria la Grafica de los

mismos, ya que se puede observar con mayor claridad las diferencias en el

desarrollo de la relacion dosis-respuesta en este grupo de pruebas como se

presenta a continuacion:

Grdfica 25: Dosis-respuesta pruebas con pre-tratamiento de Boro.
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Fuente: Autores (2010).
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Segun la relacion dosis-respuesta se evidencia similitud con las anteriores
graficas, donde se presenta reduccion de la concentracion del agente téxico, al
mismo tiempo un aumento en el porcentaje de germinacion indicando que son
directamente proporcionales una de la otra. Por el contrario, existe diferencia
en las anteriores graficas de dosis-respuesta presentando un incremento
radical y de facil observacion dentro de la prueba entre las concentraciones de
100 a 60 (ppm), donde se indica una germinacion del 32% a una del 73%; todo
esto por la reduccién de la carga contaminante del vertimiento en el proceso de

pre-tratamiento.

5.8.4 Tabla de germinacion para el pre-tratamiento de Boro.

En esta grafica, se puede evidenciar el paralelo de las diferentes pruebas
realizadas, obteniendo posibles diferencias entre las pruebas de esta fase del

vertimiento pre-tratado como lo indicé la media.

Grdfica 26: Comparacion del porcentaje de germinacion durante las pruebas con pre-
tratamiento de Boro.
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137



DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Como se observa en la grafica 26, en la prueba niumero 2, se manifestd un
comportamiento diferente de las otras pruebas, con un porcentaje de
germinacion del 93.33% respecto a las demas, manteniendo un mayor rango
que el presentado por la media durante la serie de pruebas aplicadas indicando

mayor sensibilidad que la del agente téxico y las demas pruebas.

5.8.5 Medicion de la longitud de la radicula y del hipocotilo en pruebas de pre-
tratamiento con Boro.

En las mediciones de crecimiento de la radicula y del hipocétilo, se pretende
identificar la presencia del agente toxico en el proceso de germinacion de la
plantula, para lo cual se establece la siguiente tabla con el promedio de
longitud de la radicula y hipocétilo.

Tabla 51: Mediciones del crecimiento para la radicula y el hipocétilo en pruebas con
pre-tratamiento de Boro.

Concentracion Radicula Hipocatilo
ppm (mm) (mm)
Blanco 19,891 21,651
20 17,543 19,281
40 16,981 18,342
60 14,391 16,253
80 10,259 14,764
100 9,765 11,987
PROMEDIO 14,805 17,046

Fuente: Autores (2010).

Por medio de la tabla nUmero 51 se establecié el promedio de la radicula con
un valor de 14,805mm y el promedio del hipocaétilo con un valor de 17,046mm;
estos resultados nos indican que la radicula generé una mayor afectacién en
presencia del agente toxico que el hipocétilo el cual desarrollo una mayor

elongacion al finalizar las pruebas fitotoxicas del toxico.

En esta grafica se puede encontrar la diferencia luego de establecer el pre-

tratamiento, ya que el crecimiento del hipocoétilo fue mayor que la radicula en
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todas las pruebas; como se menciond anteriormente el pre-tratamiento redujo
de manera considerable la concentracion del contaminante el cual
posiblemente puede establecer pequefios efectos durante las pruebas como se
indico previamente, cabe mencionar que se manejo una longitud mayor de 13
mm en la mayoria de las pruebas, identificando que el desarrollo de la plantula

con este vertimiento es factible.

Grdfica 27: Medicion del crecimiento para la radicula y el hipocdtilo en pruebas de pre-
tratamiento con Boro.
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Fuente: Autores (2010).

5.9 Determinacion del indice de Efecto Toxico Potencial para el cobalto.

Para definir el tipo de toxico establecido por los vertimientos sintéticos, se
determina el indice toxicoldgico de los vertimientos los cuales se realizan por

medio de célculos los cuales se realizan a continuacion.
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5.9.1 indice Toxicologico del Vertimiento de Cobalto.
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5.9.2 indice Toxicolégico del Vertimiento Pre-Tratado.
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Donde:
e Q: Caudal promedio del efluente, (m3/mes) el cual varia segun la

produccion de la Industria evaluada.
e CL 50: Concentracion letal media promedio
e CT: Carga Toxica, expresada en unidades toxicas

e IT: indice Toxicolégico

Por medio del indice de toxicidad del vertimiento de cobalto se establece que
se generan mayores impactos que el vertimiento de cobalto pre-tratado con un
indice de toxicidad de 0,495 mencionando que después del pre-tratamiento al
vertimiento de cobre el indice toxicoldgico disminuye, pasando de 0,786 a
0,495. Se puede indicar que los cambios de los indices establecidos después
del pre-tratamiento fueron altos pero si se aumenta el indice de la CEsp para
este tipo de vertimiento se generara una mayor reduccion del indice que el

establecido en esta investigacion.

Grafico 28: Relacion de los indices toxicos del vertimiento sin pre-tratamiento y el
vertimiento pre-tratado
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Fuente: Autores (2010).
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Del resultado obtenido y mediante la tabla 52 se puede observar que el indice
toxicoldgico es de tipo despreciable, pues se encuentra por debajo de los rangos

establecidos por investigaciones del mismo orden.

Tabla 52: Rangos de indices Toxicoldgicos.

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

Fuente: ESCOBAR, MALAVER; Pedro Miguel. Implementacion de un sistema de alerta de

riesgo toxicoldgico utilizando Daphnia Pulex para la evaluacion de muestras ambientales.

5.9.3 indice Toxicoldgico del Vertimiento de Boro.
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5.9.4 indice Toxicoldgico del Vertimiento Pre-Tratado

\Y
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CE;,
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57,034
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indice Toxicolégico =Log (1+ UT)
indice Toxicolégico =Log (1+ 1.753)

IT=0.439

Donde:

e Q: Caudal promedio del efluente, (m3/mes) el cual varia segun la
produccion de la Industria evaluada.

e CL 50: Concentracion letal media promedio

e CT: Carga Toxica, expresada en unidades toxicas

e IT: indice Toxicologico

Con el indice toxicolégico se determina la diferencia del vertimiento al
realizarsele un proceso de pre-tratamiento. Se determiné el indice toxicolégico
del vertimiento sin pre-tratamiento el cual obtuvo un valor de 0,418 de igual
forma se realizo el pre-tratamiento para el mismo vertimiento el cual obtuvo un
valor de 0,439 con el cual se evidencia una reduccion bastante alta del indice

toxicolégico para el vertimiento de Boro.
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Grdfica 29: Relacion de los indices tdxicos del vertimiento sin pre-tratamiento y el

vertimiento pre-tratado.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos durante la realizacion de las pruebas
toxicoldgicas, las caracterizaciones efectuadas y sistemas propuestos para la

utilizacion del efluente se pudo concluir lo siguiente:

e La sensibilidad determinada para la Lactuca sativa L. con la exposicion del
agente téxico Dicromato de Potasio (K,Cr,0-), se establecié con un valor de
35,482 mg/L, ubicandose dentro de los siguientes limites; limite inferior de
29.119 mg/L limite superior de 42.219 mg/L, la sensibilidad identificada
durante este ciclo de pruebas se encuentra dentro de los rangos
establecidos por otros investigadores con este tipo de bioindicadores; las
diferencias con los valores obtenidos y los tedricos se pueden asumir por el

manejo de los quimicos en las pruebas realizadas.

e Se establecié por medio de las pruebas de Cobalto a partir de la sustancia
pura que la concentracién de inhibicibon media (CEso) para este tipo de
agente toxico es 10,518 mg/L. Dicha concentracién no se encuentra en los
limites de las normas con las que se rige el uso y aprovechamiento del
recurso agua como es el decreto 1594 de 1984, indicando la normatividad

para la proteccion y supervivencia de la flora y fauna.

e La concentracién determinada para el vertimiento de cobalto antes del pre-
tratamiento fue de 48,939 mg/L, después de la realizacion del pre-
tratamiento se generd una reduccion del 1.905 mg/L indicando una baja
disminucién de la concentracién del vertimiento, garantizando que se
aumentara la inhibicion media CEsg durante el proceso de exposicion con
las semillas.

e La determinacion de la CEsp del vertimiento de cobalto obtuvo un valor de
48,939 mg/L; evidenciando la CEsy del pre-tratamiento con un valor de
47,034 mg/L, al comparar los resultados obtenidos se puede observar que
el pre-tratamiento disminuyo minimamente la concentracion del vertimiento

de cobalto y aumentd los niveles de inhibiciébn media de los semillas frente
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al agente toxico y gener6 un desarrollo de la plantula durante la exposicion

del contaminante.

e Se puede interpretar también que a medida que se garantice la reduccién
de la concentracion del contaminante en el vertimiento se aumentara el

nivel de la CEsp para las semillas expuestas en los ensayos de toxicidad.

e Se concluye que en todos los ensayos de toxicidad desarrollados durante la
investigacion se desarrollé una relacién directamente proporcional frente a
los niveles de concentracién de los contaminantes y el porcentaje de
germinacion el cual se afectaba con los cambios de concentraciones a

niveles mas altos se bajaban los niveles de germinacion de los semillas.

e Durante el analisis de la elongacion de la radicula y del hipocétilo se podia
verificar la intensidad del toxico al generar una inhibicion media en la
estructura de los semillas; por medio de ésta afectacién a la estructura se
puede establecer que parte del semilla fue mas vulnerable con referencia al
toxico si se genera mayor inhibicion a la radicula o al hipocétilo.

e Durante la realizacion de el analisis de varianza (ANOVA) para cada una de
las pruebas fitotoxicas, se rechaza la hipétesis nula (Ho) y se acepta la
hipétesis alterna (H1), estableciendo que a diferentes concentraciones se
producen efectos distintos en los semillas de prueba, proporcionando de
esta manera un grado de confiabilidad de los resultados obtenidos durante

el desarrollo de las pruebas.
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e El indice toxicologico del vertimiento se establecié como despreciable, y el
resultado de la concentracion después del pre-tratamiento no disminuyo
notablemente, ya que la concentraciéon de inhibicion media (CEso) antes y

después del pre-tratamiento no tuvo un indice alto de modificacion.

e También se estableci6 por medio de las pruebas de Boro a partir de la
sustancia pura que la concentracién de inhibicion media (CEsp) para este
tipo de agente téxico es 95,268 mg/L. Dicha concentracién no se encuentra
en las normas con las que se rige el uso y aprovechamiento del recurso
agua como es el decreto 1594 de 1984, indicando la normatividad para la

proteccion y supervivencia de la flora y fauna.

e La Concentracion de la CEsp determinada para el vertimiento de Boro antes
del pre-tratamiento fue de 61,750 mg/L, no superando los limites maximos
ejercidos por la normatividad para este toxico y el uso de riego; con el
desarrollo del pre-tratamiento la concentracion de la CEsp disminuyd hasta
obtener un valor de 57,034 mg/L, lo que o garantiza una eficiencia del
proceso para este tipo de producto, ya que este es un nutriente para

algunos plantulas.

e Al comparar los resultados obtenidos en las diferentes pruebas se observa
qgue el pre-tratamiento disminuye la concentracion de inhibicion media del
agente toxico y permite a su vez el desarrollo de la plantula durante la
exposiciéon del mismo, ya que para generar la CEsy se deben obtener
porcentajes mayores al 60%; para obtener una inhibicion de mas de la

mitad de la poblacion de las semillas expuestas.

e Con la finalizacibn de la investigacibn se concluye que la relacién
concentracion vs porcentaje de inhibicion es directamente proporcional,
indicando que en presencia de concentraciones altas los niveles de
inhibicion son mayores en las semillas expuestas; a diferencia de la relacion
concentracion vs elongacién de plantula (Radicula y Hipocétilo),

presentando diferentes variaciones ya que estas son inversamente
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proporcionales, dependiendo de las cualidades del contaminante se puede
ensefar las partes de mayor afectacion dentro de las semillas, evidenciando
el efecto que tiene las concentraciones altas con la reduccién en el

crecimiento de las semillas expuestas.

e Durante la realizacion de el andlisis de varianza (ANOVA) para cada una de
las pruebas fitotoxicas, se rechaza la hipétesis nula (Ho) y se acepta la
hipétesis alterna (H1), estableciendo que a diferentes concentraciones se
producen efectos distintos en los semillas de prueba, proporcionando de
esta manera un grado de confiabilidad de los resultados obtenidos durante

el desarrollo de las pruebas.

e El indice toxicoldgico del vertimiento se determiné como despreciable, y se
generd una disminucién notoria después de emplearse el pre-tratamiento
con el cual se logré6 que el vertimiento analizado cumpliera la norma

establecida para la disposicion de los vertimientos con estas caracteristicas.
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7. RECOMENDACIONES

e Las pruebas de bioensayos deben ampliarse a otros sectores
industriales y a diferentes sustancias toxicas, con el fin de diagnosticar
los posibles impactos ambientales negativos que puedan afectar los
ecosistemas; ademéas de generar indicadores con el fin de prevenir

dichos impactos y ser incluidos dentro de la normatividad ambiental.

e Se le recomienda a las préximas investigaciones sobre la determinacién
de inhibicibn de cualquier tipo de metal en semillas de Lechuga
(Lactuca Sativa), tener condiciones medioambientales éptimas en los
diferentes laboratorios de investigacion de la universidad, ya que en
algunos casos, la contaminacion intramural de estos lugares alteran el

crecimiento de la semilla.

e Se recomienda la utilizacion de los ensayos fitotoxicos por ser una
herramientas adecuadas para el diagnostico oportuno de posibles
generaciones de impactos ambientales en el medio ambiente (flora y
fauna), los cuales deben ser implementados en los diferentes sectores

industriales y para nuevos tipos de contaminantes.

e Con el fin de obtener resultados satisfactorios frente a los ensayos de
Fitotoxicidad en vertimientos sintéticos o industriales se debe garantizar
la constancia de la carga contaminante dentro del manejo de los
vertimientos ya que se modifica la concentracion la cual depende de la
demanda del producto, lo que indicaria que la totalidad de las pruebas
deben tener las misma concentraciones del contaminante para obtener

resultados especificos en este tipo de vertimiento.

e Debido a que la reduccidon en el indice de efecto toxico potencial no

genero una disminucion adecuada en el vertimiento de cobalto se podria
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establecer otro tipo de tratamiento para este vertimiento que logre
disminuir las concentraciones del contaminante y hacerlas cumplir por

una normatividad ambiental para para este tipo de metales.
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METAL COBALTO

PRUEBA NUMERO 1

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

10.00 1.0000 30. 7. 7.78
20.00 1.3010 30. 17. 14.69
40.00 1.6021 30. 20. 21.70
50.00 1.6990 30. 22. 23.58
60.00 1.7782 30. 27. 24.91

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = 2.2696
Pendenza (b) = 2.0809 es = 0.3913
Media delle X = 1.4570
Media delle Y = 5.3014
CHI quadro = 2.8226
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.5639 0.2789 3.5149
LC50 20.5188 14.4871 26.1687

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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PRUEBA NUMERO 2

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

10.00 1.0000 30. 7. 7.57
20.00 1.3010 30. 17. 15.10
40.00 1.6021 30. 21. 22.58
50.00 1.6990 30. 23. 24.48
60.00 1.7782 30. 28. 25.79

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = 2.0403
Pendenza (b) = 2.2847 es = 0.3988
Media delle X = 1.4485
Media delle Y = 5.3496
CHI gquadro = 2.8117
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.8934 0.4534 3.8677
LC50 19.7440 14.3190 24.7959

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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PRUEBA NUMERO 3

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

10.00 1.0000 30. 7. 8.21
20.00 1.3010 30. 18. 15.37
40.00 1.6021 30. 22. 22.39
50.00 1.6990 30. 22. 24.21
60.00 1.7782 30. 27. 25.48

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) 2.2729
Pendenza (b) = 2.1213 es = 0.3934
Media delle X = 1.4489
Media delle Y = 5.3465
CHI quadro = 2.8406
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.5450 0.2871 3.4387
LC50 19.2991 13.4902 24.6233

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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PRUEBA NUMERO 4

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

10.00 1.0000 30. 9. 9.06
20.00 1.3010 30. 17. 16.00
40.00 1.6021 30. 21. 22.62
50.00 1.6990 30. 23. 24 .32
60.00 1.7782 30. 28. 25.52

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) 2.4243
Pendenza (b) = 2.0484 es = 0.3905
Media delle X = 1.44406
Media delle Y = 5.3834
CHI gquadro = 2.5713
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.3236 0.2095 3.1124
LC50 18.0891 12.1803 23.3581

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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PRUEBA NUMERO 5

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

10.00 1.0000 30. 7. 7.88
20.00 1.3010 30. 17. 14.55
40.00 1.6021 30. 20. 21.36
50.00 1.6990 30. 21. 23.22
60.00 1.7782 30. 27. 24 .55

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) 2.3427
Pendenza (b) = 2.0161 es = 0.3887
Media delle X = 1.45098
Media delle Y = 5.2858
CHI quadro = 3.5090
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.4594 0.2321 3.3973
LC50 20.7989 14.5476 26.6721

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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PRUEBA NUMERO 6

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

10.00 1.0000 30. 8. 9.09
20.00 1.3010 30. 18. 15.55
40.00 1.6021 30. 21. 21.85
50.00 1.6990 30. 22. 23.55
60.00 1.7782 30. 26. 24.76

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) 2.6055
Pendenza (b) = 1.8766 es = 0.3851
Media delle X = 1.4525
Media delle Y = 5.3312
CHI quadro = 1.9340
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.0872 0.1180 2.8452
LC50 18.8780 12.3062 24.7547

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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PRUEBA NUMERO 7

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

10.00 1.0000 30. 7. 7.69
20.00 1.3010 30. 17. 14.83
40.00 1.6021 30. 20. 22.04
50.00 1.6990 30. 23. 23.93
60.00 1.7782 30. 27. 25.25

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) 2.1942
Pendenza (b) = 2.1477 es = 0.3941
Media delle X = 1.4540
Media delle Y = 5.3168
CHI gquadro = 2.3575
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.6722 0.3315 3.6347
LC50 20.2520 14.4307 25.6933

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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PRUEBA NUMERO 8

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

10.00 1.0000 30. 9. 9.17
20.00 1.3010 30. 17. 15.84
40.00 1.6021 30. 21. 22.26
50.00 1.6990 30. 22. 23.95
60.00 1.7782 30. 28. 25.15

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) 2.5031
Pendenza (b) = 1.9783 es = 0.3874
Media delle X = 1.4483
Media delle Y = 5.3683
CHI gquadro = 3.2034
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.2196 0.1685 2.9886
LC50 18.2855 12.1382 23.7552

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.

161



DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 9

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

10.00 1.0000 30. 7. 7.85
20.00 1.3010 30. 17. 14.75
40.00 1.6021 30. 20. 21.73
50.00 1.6990 30. 23. 23.60
60.00 1.7782 30. 26. 24.92

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) 2.3040
Pendenza (b) = 2.0567 es = 0.3910
Media delle X = 1.4565
Media delle Y = 5.2997
CHI quadro = 1.6485
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.5127 0.2569 3.4517
LC50 20.4559 14.3539 26.1621

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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PRUEBA NUMERO 10

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

10.00 1.0000 30. 8. 8.35
20.00 1.3010 30. 17. 15.63
40.00 1.6021 30. 21. 22.68
50.00 1.6990 30. 24 . 24 .47
60.00 1.7782 30. 27. 25.72

Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) 2.2717
Pendenza (b) = 2.1390 es = 0.3947
Media delle X = 1.4453
Media delle Y = 5.3632
CHI gquadro = 1.2759
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 1.5415 0.2910 3.4162
LC50 18.8586 13.1355 24.0691

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

VERTIMIENTO SINTETICO COBALTO

PRUEBA NUMERO 1

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

20.00 1.3010 30. 4. 2.52

40.00 1.6021 30. 9. 11.29

60.00 1.7782 30. 16. 18.62

80.00 1.9031 30. 24 23.19

100.00 2.0000 30. 28. 25.87
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -1.1247
Pendenza (b) = 3.6220 es = 0.5421
Media delle X = 1.7374
Media delle Y = 5.1680
CHI gquadro = 4.0364
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 11.1867 5.6657 16.3865
LC50 49.0876 41.6007 56.7689

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 2

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

20.00 1.3010 30. 3. 2.50

40.00 1.6021 30. 11. 11.23

60.00 1.7782 30. 17. 18.54

80.00 1.9031 30. 23. 23.12

100.00 2.0000 30. 27. 25.81
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.99606
Pendenza (b) = 3.5426 es = 0.5419
Media delle X = 1.7381
Media delle Y = 5.1608
CHI gquadro = 0.8411
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 10.8655 5.3188 16.1290
LC50 49.2848 41.6096 57.1830

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 3

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

20.00 1.3010 30. 5. 3.17

40.00 1.6021 30. 9. 11.93

60.00 1.7782 30. 16. 18.76

80.00 1.9031 30. 24 23.03

100.00 2.0000 30. 28. 25.59
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.6894
Pendenza (b) = 3.3852 es = 0.52006
Media delle X = 1.7312
Media delle Y = 5.1710
CHI gquadro = 5.1431
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 9.8508 4.6289 14.9296
LC50 47.9372 40.1772 55.8823

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 4

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

20.00 1.3010 30. 4. 2.55

40.00 1.6021 30. 9. 11.16

60.00 1.7782 30. 16. 18.37

80.00 1.9031 30. 23. 22.92

100.00 2.0000 30. 29. 25.64
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -1.2171
Pendenza (b) = 3.6756 es = 0.5386
Media delle X = 1.7390
Media delle Y = 5.1745
CHI quadro = 5.2049
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 11.4433 5.9543 16.5924
LC50 49.1430 41.7882 56.6670

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 5

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

20.00 1.3010 30. 3. 2.49

40.00 1.6021 30. 12. 11.19

60.00 1.7782 30. 15. 18.49

80.00 1.9031 30. 23. 23.08

100.00 2.0000 30. 28. 25.78
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -1.0615
Pendenza (b) = 3.5817 es = 0.5420
Media delle X = 1.7386
Media delle Y = 5.1656
CHI gquadro = 3.2682
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 11.0367 5.4938 16.2772
LC50 49.2413 41.6512 57.0314

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRETRATAMIENTO COBALTO

PRUEBA NUMERO 1

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

20.00 1.3010 30. 4. 3.10

40.00 1.6021 30. 11. 12.04

60.00 1.7782 30. 17. 19.02

80.00 1.9031 30. 24 23.32

100.00 2.0000 30. 27. 25.86
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.6783
Pendenza (b) = 3.3873 es = 0.5251
Media delle X = 1.7298
Media delle Y = 5.1809
CHI quadro = 1.4815
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 9.7630 4.5378 14.8520
LC50 47.4626 39.6815 55.3672

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 2

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

20.00 1.3010 30. 5. 3.34

40.00 1.6021 30. 9. 12.21

60.00 1.7782 30. 18. 18.99

80.00 1.9031 30. 23. 23.18

100.00 2.0000 30. 28. 25.69
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.60%96
Pendenza (b) = 3.3507 es = 0.5175
Media delle X = 1.7283
Media delle Y = 5.1816
CHI quadro = 3.9059
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 9.5470 4.4178 14.5724
LC50 47.2210 39.4442 55.1255

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 3

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

20.00 1.3010 30. 4. 3.16

40.00 1.6021 30. 12. 11.84

60.00 1.7782 30. 15. 18.63

80.00 1.9031 30. 23. 22.90

100.00 2.0000 30. 28. 25.48
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.6162
Pendenza (b) = 3.3395 es = 0.5198
Media delle X = 1.7322
Media delle Y = 5.1685
CHI quadro = 3.7519
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 9.6639 4.4406 14.7744
LC50 48.0560 40.1773 56.1254

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 4

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

20.00 1.3010 30. 5. 3.15

40.00 1.6021 30. 8. 11.79

60.00 1.7782 30. 17. 18.58

80.00 1.9031 30. 24 22.85

100.00 2.0000 30. 27. 25.44
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.6130
Pendenza (b) = 3.3270 es = 0.5197
Media delle X = 1.7327
Media delle Y = 5.1517
CHI gquadro = 4.4372
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 9.7250 4.4613 14.8678
LC50 48.6517 40.7291 56.8668

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 5

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

20.00 1.3010 30. 5. 3.94

40.00 1.6021 30. 12. 13.11

60.00 1.7782 30. 18. 19.70

80.00 1.9031 30. 23. 23.67

100.00 2.0000 30. 29. 26.01
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.5038
Pendenza (b) = 3.3408 es = 0.5086
Media delle X = 1.7191
Media delle Y = 5.2394
CHI quadro = 3.4708
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 8.9357 4.1189 13.7194
LC50 44.4081 36.8220 51.8570

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

METAL BORO
PRUEBA NUMERO 1
STIMA DI CHI QUADRO OTTENUTA PER SOTTRAZIONE = 8.22706
CONCENTRAZIONE LOG (CONC) N.TRATTATI N.MORTI
osservati
attesi
50.00 1.6990 30. 1 1.82
70.00 1.8451 30. 5. 5.80
90.00 1.9542 30. 9. 10.83
100.00 2.0000 30. 20 13.31
150.00 2.1761 30. 20 22.56
Controllo 30. 0. 0.00
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX
(Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)
Intercetta (a) = -4.6410
Pendenza (b) = 4.7526 es = 0.8193
Media delle X = 1.9664
Media delle Y = 4.70406
CHI gquadro = 8.2271
* CHI quadro significativo. Il fattore di eterogeneit..
non S utilizzato. Usare molta cautela*
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
IC1 34.6026 10.1712 50.4588
LC50 106.8047 89.3338 144.4393

NOTA: Se LC S al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto di
statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 2

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

50.00 1.6990 30. 1. 1.76

70.00 1.8451 30. 7. 6.96

90.00 1.9542 30. 13. 13.70

100.00 2.0000 30. 20. 16.81

150.00 2.1761 30. 25. 26.29
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -6.4114
Pendenza (b) = 5.7836 es = 0.8843
Media delle X = 1.9518
Media delle Y = 4.8768
CHI gquadro = 2.2952
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 37.2251 25.1819 46.2823
LC50 93.9849 85.6817 104.0951

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 3

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

50.00 1.6990 30. 2. 1.40

70.00 1.8451 30. 6. 6.62

90.00 1.9542 30. 10. 13.90

100.00 2.0000 30. 21. 17.29

150.00 2.1761 30. 27. 27.03
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -7.3063
Pendenza (b) = 6.2496 es = 0.9355
Media delle X = 1.9516
Media delle Y = 4.8903
CHI gquadro = 4.2637
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 39.5270 27.7362 48.2975
LC50 93.1372 85.3344 102.4306

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 4

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

50.00 1.6990 30. 1. 0.85

70.00 1.8451 30. 4. 5.25

90.00 1.9542 30. 11. 12.51

100.00 2.0000 30. 20. 16.13

150.00 2.1761 30. 26. 26.91
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -8.2776
Pendenza (b) = 6.6877 es = 0.99306
Media delle X = 1.9619
Media delle Y = 4.8430
CHI gquadro = 3.0056
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 43.4025 31.4518 52.1528
LC50 96.6853 88.9769 106.1191

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 5

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

50.00 1.6990 30. 1. 1.70

70.00 1.8451 30. 7. 6.43

90.00 1.9542 30. 10. 12.63

100.00 2.0000 30. 20. 15.59

150.00 2.1761 30. 24, 25.27
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -5.9213
Pendenza (b) = 5.4865 es = 0.8641
Media delle X = 1.9579
Media delle Y = 4.8210
CHI quadro = 4.3165
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 36.8601 24.2550 46.3315
LC50 97.8493 88.8755 109.4475

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 6

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

50.00 1.6990 30. 1. 2.51

70.00 1.8451 30. 9. 8.25

90.00 1.9542 30. 15. 14.83

100.00 2.0000 30. 20. 17.74

150.00 2.1761 30. 25. 26.39
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -5.7778
Pendenza (b) = 5.5053 es = 0.8471
Media delle X = 1.9435
Media delle Y = 4.9218
CHI gquadro = 2.3706
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 34.2883 22.4981 43.2949
LC50 90.7193 82.3779 100.5618

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 7

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

50.00 1.6990 30. 2. 2.90

70.00 1.8451 30. 8. 8.04

90.00 1.9542 30. 13. 13.68

100.00 2.0000 30. 20. 16.23

150.00 2.1761 30. 23. 24 .67
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -4.3130
Pendenza (b) = 4.7100 es = 0.7966
Media delle X = 1.9488
Media delle Y = 4.8662
CHI quadro = 2.9110
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 30.4334 17.6006 40.3866
LC50 94.8968 85.0939 107.5527

NOTA: Se LC S al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 8

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

50.00 1.6990 30. 1. 2.21

70.00 1.8451 30. 9. 8.10

90.00 1.9542 30. 15. 15.15

100.00 2.0000 30. 20. 18.25

150.00 2.1761 30. 26. 27.01
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -6.4192
Pendenza (b) = 5.8480 es = 0.8810
Media delle X = 1.9422
Media delle Y = 4.9389
CHI gquadro = 1.6414
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 35.8811 24.3243 44.6382
LC50 89.6722 81.7512 98.8141

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 9

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

50.00 1.6990 30. 2. 2.05

70.00 1.8451 30. 9. 8.58

90.00 1.9542 30. 15. 16.47

100.00 2.0000 30. 21. 19.80

150.00 2.1761 30. 28. 28.08
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -7.2124
Pendenza (b) = 6.3125 es = 0.9396
Media delle X = 1.9345
Media delle Y = 4.9990
CHI quadro = 0.5419
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 36.8221 25.5941 45.2424
LC50 86.0264 78.6756 94.0705

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 10

STIMA DI CHI QUADRO OTTENUTA PER SOTTRAZIONE = 8.26397
CONCENTRAZIONE LOG (CONC) N.TRATTATI N.MORTI
osservati
attesi
50.00 1.6990 30. 1. 2.49
70.00 1.8451 30. 9. 7.05
90.00 1.9542 30. 8. 12.31
100.00 2.0000 30. 20. 14.77
150.00 2.1761 30. 22. 23.47
Controllo 30. 0. 0.00
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX
(Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)
Intercetta (a) -4.3798
Pendenza (b) = 4.6784 es = 0.7961
Media delle X = 1.9567
Media delle Y = 4.7742
CHI quadro = 8.2640
* CHI quadro significativo. Il fattore di eterogeneit..
non § utilizzato. Usare molta cautela*
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 32.1877 9.2350 47.5764
LC50 101.1432 84.3728 132.9579

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

VERTIMIENTO SINTETICO BORO

PRUEBA NUMERO 1

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

20.00 1.3010 30. 2. 1.73

40.00 1.6021 30. 7. 7.76

60.00 1.7782 30. 15. 13.74

80.00 1.9031 30. 16. 18.29

100.00 2.0000 30. 23. 21.54
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.5944
Pendenza (b) = 3.0871 es = 0.5501
Media delle X = 1.7740
Media delle Y = 4.8820
CHI gquadro = 1.4454
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 11.4458 4.6189 17.9455
LC50 64.8942 54.8796 78.6362

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 2

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

20.00 1.3010 30. 1. 1.69

40.00 1.6021 30. 10. 8.604

60.00 1.7782 30. 17. 15.50

80.00 1.9031 30. 17. 20.40

100.00 2.0000 30. 25. 23.63
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -1.0984
Pendenza (b) = 3.4531 es = 0.5601
Media delle X = 1.7662
Media delle Y = 5.0003
CHI quadro = 3.0407
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 12.3704 5.8705 18.3907
LC50 58.3539 49.8236 68.3415

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 3

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

20.00 1.3010 30. 2. 1.69

40.00 1.6021 30. 8. 8.53

60.00 1.7782 30. 15. 15.30

80.00 1.9031 30. 20. 20.18

100.00 2.0000 30. 24, 23.43
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.9954
Pendenza (b) = 3.3859 es = 0.5594
Media delle X = 1.7673
Media delle Y = 4.9885
CHI gquadro = 0.1894
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 12.1239 5.5784 18.2221
LC50 58.9789 50.2411 69.3636

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 4

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

20.00 1.3010 30. 2. 1.90

40.00 1.6021 30. 10. 8.87

60.00 1.7782 30. 14. 15.51

80.00 1.9031 30. 18. 20.25

100.00 2.0000 30. 26. 23.41
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.8608
Pendenza (b) = 3.3236 es = 0.5484
Media delle X = 1.7633
Media delle Y = 4.9999
CHI gquadro = 2.5872
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 11.5732 5.2376 17.5494
LC50 57.9938 49.2515 68.2894

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 5

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

20.00 1.3010 30. 1. 1.72

40.00 1.6021 30. 9. 7.37

60.00 1.7782 30. 13. 12.99

80.00 1.9031 30. 16. 17.37

100.00 2.0000 30. 21. 20.59
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.4822
Pendenza (b) = 2.9861 es = 0.5484
Media delle X = 1.7770
Media delle Y = 4.8242
CHI quadro = 1.0805
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 11.3985 4.3797 18.1072
LC50 68.5307 57.7642 84.6521

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRETRATAMIENTO - BORO

PRUEBA NUMERO 1

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

20.00 1.3010 30. 2. 1.73

40.00 1.6021 30. 7. 7.76

60.00 1.7782 30. 15. 13.74

80.00 1.9031 30. 16. 18.29

100.00 2.0000 30. 23. 21.54
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.5944
Pendenza (b) = 3.0871 es = 0.5501
Media delle X = 1.7740
Media delle Y = 4.8820
CHI gquadro = 1.4454
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 11.4458 4.6189 17.9455
LC50 57.220 51.521 62,122

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

PRUEBA NUMERO 2

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

20.00 1.3010 30. 1. 1.064

40.00 1.6021 30. 10. 8.73

60.00 1.7782 30. 17. 15.77

80.00 1.9031 30. 18. 20.75

100.00 2.0000 30. 25. 23.98
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -1.2069
Pendenza (b) = 3.5268 es = 0.5648
Media delle X = 1.7654
Media delle Y = 5.0192
CHI quadro = 2.1215
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 12.5988 6.1156 18.5706
LC50 55.8501 50.2893 61.0285

NOTA: Se LC § al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 3

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

20.00 1.3010 30. 2. 1.69

40.00 1.6021 30. 8. 8.53

60.00 1.7782 30. 15. 15.30

80.00 1.9031 30. 20. 20.18

100.00 2.0000 30. 24 . 23.43
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.9954
Pendenza (b) = 3.3859 es = 0.5594
Media delle X = 1.7673
Media delle Y = 4.9885
CHI gquadro = 0.1894
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 12.1239 5.5784 18.2221
LC50 56.8912 52.3471 61.2786

NOTA: Se LC S al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 4

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

20.00 1.3010 30. 2. 1.90

40.00 1.6021 30. 10. 8.87

60.00 1.7782 30. 14. 15.51

80.00 1.9031 30. 18. 20.25

100.00 2.0000 30. 26. 23.41
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.8608
Pendenza (b) = 3.3236 es = 0.5484
Media delle X = 1.7633
Media delle Y = 4.9999
CHI gquadro = 2.5872
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 11.5732 5.2376 17.5494
LC50 55.7523 51.4462 64.9127

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

PRUEBA NUMERO 5

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

20.00 1.3010 30. 1. 1.72

40.00 1.6021 30. 9. 7.37

60.00 1.7782 30. 13. 12.99

80.00 1.9031 30. 16. 17.37

100.00 2.0000 30. 21. 20.59
Controllo 30. 0. 0.00

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX

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

Intercetta (a) = -0.4822
Pendenza (b) = 2.9861 es = 0.5484
Media delle X = 1.7770
Media delle Y = 4.8242
CHI quadro = 1.0805
ALTRI PARAMETRI STATISTICI
Numero di punti = 5
Gradi di libert.. = 3
Mortalit.. naturale = 0.0000 es = 0.0001
Numero di cicli = 1

END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI
(95%)
inferiore superiore
LC1 11.3985 4.3797 18.1072
LC50 59.4580 56.2384 62.5865

NOTA: Se LC $§ al di fuori del range di conc. analizzate,

il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi
di un valore stimato per estrapolazione.

La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.

Se S necessaria altra assistenza, rivolgersi ad un esperto
di statistica.
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REGISTRO FOTOGRAFICO

Foto 1-2- 3 Siembra de Semillas

Foto 4- 5 - Cobalto — Sustancia Pura
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Foto 6 — 7 - Boro — Sustancia Pura
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Foto 11-12 Preparacion de Diluciones con los Vertimientos

Foto 13-14- 15- 16 Pre - tratamiento y Siembra
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CONTENIDO

Objetivo

Materiales

Principios del método
Definicién Lactuca sativa L.
Procedimiento

o U h wWwN R

Bibliografia

1. OBIJETIVO

Establecer un método estandarizado por el laboratorio de Bioensayos, el cual los nos permitan
que los ensayos con semillas obtengan los resultados conformes.

2. MATERIALES :

Material Cantidad
Cajas de Petri de 100 mm de diametro. 90
Papel de filtro Whatman N°3 (o equivalente). 6 cajas de 100 filtros
Balones aforados de 1000ml y 100ml. 1 de cada uno
Pipetas aforadas de 0.1, 1, 2y 5. 1 de cada una
Pipeteadores. 1
Cuadricula milimetrada como elemento de medicion. 1
Pinzas. 1
Toallas absorbentes. 1 rollo
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Forros de tela negra. 5
Bandejas. 5

Botellas ambar 1L y 500ml. 5
Beaker 600ml. 1
Probetas 100ml. 2 2
Erlenmeyer 500 ml 1
Embudo de vidrio 1

Tabla 1. Materiales empleados

Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas y Darwin Erney Duarte Castro autores que utilizaron la
semilla “L&ctuca sativa L.”
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3. PRINCIPIO DEL METODO
En principio, se debe considerar que no existe ninguna semilla ni biocenosis que pueda ser usado
para evaluar todos los efectos posibles sobre el ecosistema bajo las diversas condiciones
abioticas y bioticas presentes. Para la realizacién de una prueba de toxicidad se involucra un
agente o estimulo (pesticidas, metales pesados 0 una muestras ambientales con contaminantes),

el cual se aplica a un grupo de semillas (cultivo bacterial, algas, animales o plantas).
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Fuente: Ensayos toxicoldgicos y métodos de evaluacién

Los efectos toxicos a evaluar pueden ser: mortalidad, inmovilidad, inhibicion del crecimiento de la
poblacién, alteracién del comportamiento, etc. Se determinan distintas variables como, por
ejemplo, la concentracién letal 50 (CL 50), que es la concentracion letal para el 50% de los
individuos expuestos. Las condiciones de los cultivos y los ensayos deben estar altamente
estandarizadas para permitir la comparacion de los resultados’ Teniendo en cuenta que la
magnitud o la frecuencia de la respuesta dependeran de la dosis aplicada, las pruebas de
toxicidad suelen disefiarse utilizando distintas dosis. Por otra parte las cuantitativas discretas
determinan variables de las semillas expuestas como numero de especies que llegan a morir o
porcentaje de especies muertas. Por ultimo estan las cuantitativas continuas, en esta se
determina la reduccion del crecimiento en longitud o peso. En el caso de las variables cualitativas,
debido a sus caracteristicas, es muy dificil establecer relaciones cuantitativas con la dosis y, en

general, se disefian los experimentos de manera tal para evaluar respuestas cuantitativas.’

Las respuestas que entregan estas pruebas de laboratorio pueden ser clasificadas en dos grupos:
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e Agudas o letales, en este caso las semillas son sometidos a diferentes concentraciones del

! Lépez, J; Bayona, A (2007) Ensayo de Toxicidad Aguda al Influente la PTAR de la Calera Mediante la
Utilizacion de Semilla Lactuca sativa L. L, y Propuesta para su Utilizacion como Agua de riego para
cultivos. UniSalle

2 CASTILLO. Op. cit., p. 13.
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contaminante. Al realizar este procedimiento se espera obtener repuestas con base a mortalidades
que permitan indicar el grado de toxicidad del elemento o compuesto, para la especie utilizada,
expresada como CL50 o CE50, estas se refieren a la concentracidén que provoca un efecto en el 50% de
las semillas expuestos en el ensayo.

e  Crdnicas o sub-letales, son pruebas que tienen como finalidad evidenciar repuestas que no implican la
muerte de la semilla ensayada, en este ensayo se determinan factores como la conducta del semilla,

. . . 3
fecundidad, desarrollo y Bioacumulacidn entre otras.

La germinacidon y su proceso.

Es el proceso por el cual la semilla pasa de un estado de reposo a un estado de activacién debido
a factores ajenos a la planta, y que son fundamentales para su crecimiento como lo es; la
humedo, disponibilidad de oxigeno, y la temperatura; las cuales generan un espacio adecuado

para su germinacion.

= Fase de hidratacion: La absorcion de agua es el primer paso de la germinacion, lo cual
desencadena cambios metabdlicos aumentando la actividad respiratoria y la sintesis de

proteinas.

= Fase de germinacion: Es el verdadero proceso de la germinacidon. Produciéndose
transformaciones metabdlicas, necesarias para el desarrollo apropiado de la plantula. En esta fase

se da una disminucién en la absorcién de agua.

= Fase de crecimiento: Esta es la fase final de la germinacién aqui tiene lugar la emergencia de la
radicula (cambio morfolégico visible). Mientras aumenta nuevamente la adsorcién de agua y la

actividad respiratoria.

* BAYONA'Y LOPEZ. Op. cit., p. 19.
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e Formacion de la plantula: Se denomina plantula a la planta en sus primeras etapas de desarrollo,

Desde que germina hasta que se desarrolla la primera hoja verdadera.

La estructura que origina las hojas nuevas es el meristemo 6 punto de crecimiento. En la plantula, este

meristemo se localiza por debajo de la superficie del suelo, ya que los nudos comienzan a elongar. Si las

Hojas localizadas por encima de la superficie del suelo se destruyen, habrd hojas adicionales que estaran
todavia desplazando al exterior, a menos que el punto de crecimiento haya enfermado, se haya congelado

o se haya destruido.

Las semillas, atendiendo a la posicion de los cotiledones respecto a la superficie del sustrato,
pueden diferenciarse en la forma de germinar. Asi, podemos distinguir dos tipos deferentes de

germinacion: epigea y hipogea.

En las plantulas denominadas epigeas los cotiledones emergen del suelo debido de un considerable
crecimiento del hipocédtilo (porcion comprendida entre la radicula y el punto de insercion de los
cotiledones). Posteriormente, en los cotiledones se diferencian cloroplatos, transformandolos en érganos

fotosintéticos y, actuando como si fueran hojas.

En las plantulas hipogeas, los cotiledones permanecen enterrados; Unicamente la plumula atraviesa el

. s ] 4
suelo. El hipocdtilo es muy corto, practicamente nulo.

* http://www.etsmre.upv.es/varios/biologia/Temas/tema_17.htm#Germinacion epigea
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4. LACTUCAS SATIVA L.(LECHUGA)

Es una planta herbacea el cual se caracteriza por un tallo muy
corto, hojas verdes brillantes, donde sus hojas internas poseen
una longitud inferior con respecto a las hojas externas, sus flores

son de color amarillas manchadas ¢ violeta en paniculas. El

origen de la Lactuca sativa L. se sitia en Asia, a partir de la

especie lactuca serriola. Dentro de su taxonomia y morfologia se identifica®:

= Raiz: Se desarrolla durante la germinacion de la semilla; No llega nunca a sobrepasar los 25 cm. de
profundidad, es pivotante, corta y con ramificaciones.

= Tallo: Este tiene una formacién cilindrica y ramificada de poca longitud

= Hojas: Organo de las plantas especializado en la fotosintesis que crece en las ramas o el tallo,
generalmente de color verde, ligera, plana y delgada, y que puede tener diversas formas
dependiendo de la especie. el borde de los limbos puede ser liso, ondulado o aserrado.

= Semillas: Es la pepita cuyo nombre es espermatofitas las cuales estan provistas con todo el

. zae 6
material genético que debe emplear el desarrollo de una planta.

Semillas y su comportamiento

La semilla es una unidad de diseminacion y reproduccion sexual que se desarrolla a partir de los
ovulos, A medida que el huevo del 6vulo fertilizado se va desarrollando para formar un embrion,
las paredes del évulo van evolucionando para finalizar en una envoltura seminal donde se
encuentran las semillas. En este proceso se traspasa toda la informacién genética, proteccion a

medios adversos y el alimento principal para generar las fases iniciales de la planta.

La estructura de las semillas estan formadas en su parte externa por una corteza fuerte lefiosa y

> http://www.botanical-online.com/florlactucasativa.htm
® http://www.infoagro.com/hortalizas/lechuga.htm
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sélida, con esta estructura se protege el embrién. Las semillas presentan una forma oval o
globular, y su tamafio puede variar; pero no solo varian en tamafio, también en olor, color, textura

y forma.
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5. PROCEDIMIENTO
5.1. PRIMERA ETAPA
PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Disefio general de las pruebas eco-toxicologicas: Cada bateria de ensayos se efectuara

realizando el montaje mostrado en la Figura 1.

D

| 2% Rz Rx
O CD (e
CO CO (e
C O CO O e
CO CO (e
C DO CO O comm

Rn = Realica

Crn = Concern tracicon

Comrol = Acua destilada

20 = ZTemillas sermbradas

Foto 1. Estructura de la Prueba de Toxicidad Utilizando Semilla de Lechuga

Durante la realizacion de las diferentes pruebas se deben medir y controlaron las siguientes

variables:

Variable independiente: Esta variable se refiere a las concentraciones elegidas para aplicar en
las pruebas de sensibilidad de las semillas con el dicromato de potasio (K,Cr,O;) 6 toxico de
referencia a utilizar y las diluciones a las cuales deben ser expuestas las semillas de ensayo

segun la industria en estudio.

Variables dependientes: Las variables mas significativas durante la realizacion de las pruebas
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son: la concentracién efectiva (CE50), la inhibicion en el crecimiento de las raices de las plantulas
y los porcentajes de germinacion que se obtendran pasadas 120 horas (tiempo requerido para

completar el proceso de crecimiento de las semillas).

Constantes: Son las variables que permanecen constantes: nimero de semillas expuestas (60
por cada concentracién), tiempo de exposicion (120 horas), nimero de concentraciones (5, mas el
blanco en cada prueba), fotoperiodo (oscuridad), volumen que se adicionan a las semillas

expuestas (2ml) de dicromato de potasio (K,Cr,0O-) 6 toxico de referencia a utilizar.
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Esquema general del procedimiento de prueba de toxicidad con semillas.

/ Prueba de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa L )
8 3 2 =2 B
22+2 'C Oscurcaaa :Drch::o(: 120n Comrzc: F“o)smvo
Connol negativo Conlrol posmvo

Diluciones de la muestra

120 h de exposicion
Ensayo estatlco

’.oo

Registro de signos de fitotoxicidad
(necrosis, efecto en pelos absorbentes)

Registro de semillas germinadas

Medicion de la elongacion de la

-
radicula y del hipocotiio

Calculo del 2% de inhibicién
Calculo de la Cig,

Evaluacion de efectos fitotoxicos agudos )

L (

Foto 2. Prueba de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa L.

Fuente. Retomada de CASTILLO MORALES, Gabriela. Eds. Ensayos Toxicolégicos y Métodos de

206



DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Evaluacién de Calidad de Aguas. México, 2004.

Reactivos y materiales

Seleccién de material biolégico: El material biolégico con el que se desarrolla pruebas
de investigacion en el laboratorio de bioensayos de la universidad de la Salle; es la
semilla Lactuca sativa L., ya que cuenta con caracteristicas como su rapida
germinacion, facilidad de medicién y viabilidad econémica, ademas de grandes ventajas
gue se mencionan a continuacion:

e Altay constante sensibilidad a toxicos.
e Estabilidad genética y uniformidad en las poblaciones.
e Representatividad de su nivel trofico.

e Facilidad de cultivo y adaptabilidad a las condiciones de laboratorio.
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e No requiere equipamiento sofisticado.

e Utilidad para el control de efluentes.

La semilla utilizada durante la investigacion tienes las siguientes caracteristicas
mencionadas en la tabla 1.

GERMINACION % | PUREZA%
90 99%

Tabla 1: caracteristicas de la semilla (latuca sativa)

Estas plantas vasculares son recomendadas por la Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA) y por la administracion de medicamentos y alimentos (FDA), ambas de EE.UU., ya
gue presentan una eficiente sensibilidad, en comparacién con otras especies de plantas
terrestres (Wang, 1991).

Toxico de referencia: Un téxico de referencia es un compuesto quimico organico o
inorgénico utilizado en pruebas de toxicidad con fines de control de calidad analitica de
las semillas a utilizar en las pruebas. La USEPA (1994) recomienda como toxicos de
referencia las siguientes sustancias: cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI),
cloruro de cadmio (CdCl,), sulfato de cobre (CuSQ,), sulfato de sodio (SDS) y dicromato
de potasio (K,Cr,07).

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 relaciéon dosis-respuesta para el compuesto elegido, puede ser empleado como téxico
de referencia. Como se menciono anteriormente nos referiremos al dicromato de potasio

(K2Cr,07) como toxico de referencia.

208




DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEsp.120) DEL BORO Y COBALTO

MEDIANTE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD ACUATICA SOBRE SEMILLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)

LABORATORIO DE BIOENSAYOS

SISTEMA DE CALIDAD ISO 17025

FACULTAD DE PROCEDIMIENTO DE SEMILLAS
INGENIERIA

AMBIENTAL Y -B05
SANITARIA

Version: 01 Revision: 01

Montaje de las pruebas de sensibilidad: Estas prueba de sensibilidad se deben llevar
a con el dicromato de potasio (K2Cr207) con el fin de garantizar la efectividad de las
semillas hacia las pruebas posteriores. Para esta determinacion, se deben realizar 20

pruebas de sensibilidad, con 3 réplicas y su respectivo blanco ver fotos 3y 4.

Preparacion de las diluciones: Se deben realizar diluciones de 20ppm, 40ppm, 60ppm,

80ppm y 100ppm a partir del dicromato de potasio (K2Cr207)
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Agregar en un crisol 3g del dicromato de
potasio (K,Cr,0,) y llevarlo a una estufa a
1009C. por 1 hr

Llevar el crisol a un desecador

por 1 hr

Medir 1g de dicromato de potasio (K,Cr,0,)
y agregarlo en 500ml de agua destilada y
agitar.

Llevar los 500ml del dicromato de potasio (K,Cr,0,) a
un baldn aforado de 1L para obtener una concentracion
de 1000ppm.

Medir las concentraciones en balones aforados, segun
las respectivas concentraciones elegidas: 100ppm,
80ppm, 60ppm, 40ppm, 20ppm

Diagrama 1. Preparacién de Diluciones de la muestra de dicromato de potasio

Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas y Darwin Erney Duarte Castro autores que utilizaron la semilla “Lactuca sativa L.”

Siembra de semillas: Esta siembra se debe realizar en cajas de petri, luego se ubicaran los papeles
filtro el cual seré la cama de las 20 semillas, ubicandolas en una secuencia de (2, 3, 5, 5, 3, 2). como

se evidencia ver fotos5y 6
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Foto 3: Montaje de las pruebas de sensibilidad
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Foto 4: Montaje de las pruebas de sensibilidad
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Foto 5. Ubicacion de semillas. Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas.

Foto 6. Ubicacion de semillas. Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas.
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Cabe mencionar que a cada una de las cajas de petri se le deben agregar 2ml de dicromato
de potasio (K,Cr,O;). Este procedimiento se debe realizar para cada una de las
concentraciones 3 veces. Después de haber obtenido el montaje las cajas de petri deben ser
llevadas a las bandejas, para ser cubiertas por los forros de color negro y se almacenaran
durante 5 dias lo que equivale a 120 horas en un lugar con condiciones estandares de

temperatura y humedad.
Mediciones de efecto:

Al trascurrir el tiempo establecido para la germinacion de las semillas de 120 horas se
procedera a realizar las diferentes mediciones a las estructuras de las semillas, las cuales
pueden estar afectadas por la exposicion de las sustancias toxicas. Luego se determinara el
crecimiento de la radicula y el hipocotilo de cada una de las semillas, de igual forma se

establecera el nimero de semillas germinadas y no germinadas ver fotos 7.

Foto 7: Medicion de los efectos en los organismos
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La radicula:

Es la parte del embrion que emerge primero, una vez fuera se convierten en una

autentica raiz, produciendo pelos absorbentes y raices secundarias.
El hipocotilo:

Es el espacio entra la radicula y la plumula, se divide a su vez en el eje hipocaotileo,

situado a continuacion de la radicula, se convierte en tallo.
Cotiledones

Es la parte que adquiere la funcién de primeras hojas o de reservas alimenticias, a veces

ambas cosas a la vez.

Cotiledones

Hipocdtilo

Radicula

Figura: Diaz Maria consuelo; Bustos Martha; Espinosa Adriana; pruebas de toxicidad acuaticas;

fundamentos y métodos
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5.2.SEGUNDA ETAPA

ENSAYOS PREVIOS DE SUSTANCIAS PURAS

Montaje de las pruebas de sustancias puras

Las pruebas para sustancias puras se llevan a cabo mediante sulfato de niquel (NiSOy)
y sulfato de cobre (CuSO,) con el fin de establecer la CE50, de las semillas .Con
respecto a las sustancias para esta determinacién se realizaran 10 pruebas para cada
compuesto, con 3 réplicas y su respectivo blanco. Se establecen la CE50 del cromo a

partir de los resultados obtenidos con el dicromato de potasio (K,Cr,0O-) ver foto 8.

Preparacion de las diluciones. Se realizaran diluciones de 20ppm, 40ppm, 60ppm,
80ppm y 100ppm a partir de la muestra de sulfato de niquel (NiSO4) y sulfato de

cobre (CuSOa4), para lo cual se empled el siguiente esquema: Ver diagrama 3

Foto 8: Montaje sustancias puras
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Llewar los S00ml de MIS Oy a un
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una concentraciaon de 1000ppm.

~.,

Medir 1g de CusSOyyw agregarla
en 200ml de agua destilada v

agitar.

Il

S
Llevar los 500ml de CulyS a3 un
balan aforado de 1L para aobtener
una concentracian de 1000ppm.

j!

Medir en balones aforados las
respectivas concentraciones
elegidas: 100ppm, Blppm, BO0pprm,
A0ppm, 20ppm

Medir en balones aforados las
respectivas concentraciones
elegidas: 100ppm, B80ppm, B0ppm,

A40ppm, 20ppm

Diagrama 3: Diluciones sustancias puras
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Siembra de semillas

En cada caja de petri se ubicara el papel filtro el cual es la cama de las 20 semillas,
colocandolas en una secuencia de (2, 3, 5, 5, 3, 2). Cabe mencionar que a cada una de
las cajas se le agreg6é 2ml de cada una de las diluciones de sulfato de niquel (NiSO,) y
sulfato de cobre (CuSQO,4). Obtenido el montaje las cajas son llevadas a las bandejas,
para ser cubiertas por los forros y se almacenan durante 5 dias lo que equivale a 120

horas ver foto 9.

Foto 9: siembra de semillas
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Mediciones de efecto

Esta medicién determinara el crecimiento de la radicula y el hipocétilo de cada una de las

semillas, adicionalmente se establecera el numero de semillas germinadas y no

germinadas ver foto 10.

Foto 10: Medicion del efecto toxico
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LA PRUEBA CON MUESTRA DE UNA INDUSTRIA GALVANICA

5.3. TERCERA ETAPA
ENSAYO DEFINIDOS

Montaje de Pruebas del vertimiento

La generacién de este tipo de pruebas es proveniente de la industria Galvanica. Se
llevaran a cabo por separado para cada uno de los metales con el fin de establecer la

CES50, de las semillas con respecto a los vertimientos de Cobre y Niquel por lo que se
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realizaron 5 pruebas por cada uno, con 3 réplicas en cada una de sus concentraciones
incluyendo el blanco como medio de control.

Preparacion de las diluciones

Inicialmente se realizaran diluciones de 20ppm, 40ppm, 60ppm, 80ppm y 100ppm a partir
de la muestras, pero debido a que en todas las pruebas el porcentaje de inhibicion fue
del 100% se procedié con el cambio de las concentraciones para cada uno de las
muestras, quedando de la siguiente manera: Para el vertimiento de cobre y niquel; las
concentraciones elegidas fueron de 1ppm, 5ppm, 10ppm, 20ppm y 50ppm; Cabe

mencionar que estas diluciones se manejaron volumen/volumen ver foto 11.

Foto 11: Inhibicién total en las diluciones iniciales
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Siembra de semillas

En cada caja de petri se ubicara el papel filtro el cual es la cama de las 20 semillas,
colocandolas en una secuencia de 2, 3, 5, 5, 3, 2 (ver foto 12). Cabe mencionar que a cada
una de las cajas se le agregd 2ml de cada una de las diluciones de sulfato de niquel
(NiSO4) y sulfato de cobre (CuSO4). Obtenido el montaje las cajas son llevadas a las
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bandejas, para ser cubiertas por los forros y se almacenan durante 5 dias lo que equivale
a 120 horas.

Foto 12: siembra de semillas con diluciones

Mediciones del efecto toxico

Se determinara el crecimiento de la radicula y el hipocotilo de cada una de las
semillas, adicionalmente se establera el numero de semillas germinadas y no

germinadas ver foto 13.

Foto 13: Medicién del efecto toxico
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CUARTA ETAPA
ANALISIS DE RESULTADOS

Determinaciéon del efecto toxico potencial del vertimiento sin tratar y pre-tratado:
La toxicidad de un contaminante genera diferentes tipos de efectos toxicos dentro de una
poblacion de semillas, estos efectos se pueden contemplar como niveles de clasificacion
para los vertimientos que se generan en las diferentes actividades. Con el fin de
establecer los niveles de efecto se generan las siguientes ecuaciones, la primera para
determinar la carga toxica y con esta poder resolver la segunda ecuacion que determina

de indice del efecto toxico.

Ecuacién 1
100

cEso* ¢

carga toxica(UT):

Ecuacion 2
Indice Toxicologico (IT): Log (1 + UT)

Donde:

Q: Caudal promedio del efluente, (el cual varia segun la produccién de la Industria
evaluada)

CE 50: Concentracion de Inhibicion Media.
CT: Carga Toxica, expresada en unidades toxicas.

IT: indice Toxicoldgico
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QUINTA ETAPA

ANALISIS DEL PROCEDIMIENTO DE SEMILLAS

ANALISIS DE RESULTADOS, MEDIANTE EL METODO DE PROBIT

Siguiendo la metodologia del protocolo LB06 de “Analisis De Resultados, Mediante El
Método De Probit” (Ver Anexo A- Método de validacion), se realiz6 el andlisis
correspondiente para los ensayos sobre Lactuca sativa L., teniendo en cuenta los

resultados en las lecturas de cada una de las prueba.
SEXTA ETAPA

ANALISIS DEL PROCEDIMIENTO DE SEMILLAS

ANALISIS VARIANZA (ANOVA)

Siguiendo la metodologia del protocolo LBO7 de “Analisis de Varianza” (Ver Anexo B-
Método de validacion), se realizé el andlisis correspondiente de varianza para los
ensayos sobre Lactuca sativa L., teniendo en cuenta los resultados en las lecturas de

cada una de las pruebas.
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