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RESUMEN

Este estudio tiene por objetivo la evaluacion de organismos de ecosistemas acuaticos como Daphnias (pulgas de agua), ante
la presencia de contaminantes que provienen de la actividad minera, mediante la aplicacion de ensayos biotoxicologicos. Las
daphnias se han escogido porque son muy vulnerables a contaminantes y cumplen un papel importantisimo en los ecosiste-
mas acuaticos, debido a que consumen otros organismos mas pequefios y sirven de alimento a diversos peces. Los ensayos
biotoxicoldgicos fueron aplicados para dos casos en particular, en ambos se obtuvo la concentracion letal media (CL50) para
daphnias en pruebas cortas (96 h), utilizando para su determinacion la curva de andlisis Probit. En el primer caso, se evalu6
a un solo contaminante (solucién de cobre de 1000 ppm), encontrandose que la CL50 es de 3.3 ug/L; en el segundo caso se
evaluaron varios contaminantes (cuerpo receptor) y se encontré que la CL50 es de 59 %; es decir, que el 59 % es el agua del
cuerpo receptor y el 41 % corresponde al agua destilada.
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ABSTRACT

The assessment evaluates aquatic ecosystems organisms known as Daphnia (water fleas), in the presence of pollutants that
come from mining activity, by the applications of biotoxicological tests. The daphnias were chosen due to the fact, that they are
very sensitive to contaminants and have an important role in aquatic ecosystems. They feed on smaller species and provide food
for many fishes. The biotoxicological tests were applied in two particular cases, in both cases the Median Lethal Concentration
(LC50) was obtained for daphnias in short tests (96 hours), using for this determination, the probit analysis curve. In the first case
it was used a single pollutant (Copper solution 1000 ppm), where It was determined that the LC50 was 3.3 pg/L; in the second
case there were used several contaminants (river as a receptor), and it was determined that the LC50 was 59%, It means that
59% is the river water and the 41% is distilled water.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, el Peri y el mundo presentan serios
problemas ambientales y sociales debido a operaciones
mineras, las cuales emanan efluentes que contienen me-
tales y otras sustancias a los cuerpos receptores cercanos.
Es por esto que las empresas mineras estdn en una nece-
sidad constante de mejorar e incrementar sus controles
ambientales.

En este estudio se plantea la aplicacién de ensayos bio-
toxicolégicos para evaluar organismos como Daphnias
ante la presencia de contaminantes mineros. Las Daph-
nias son organismos que tienen un rol muy importante en
los ecosistemas acudticos, debido a que son el alimento de
las especies superiores; si estos organismos perecieran, no
tendrian de qué alimentarse las deméds especies.

I.1. Bases conceptuales
I.1.1. Daphnias

Las Daphnias, conocidas cominmente como pulgas de
agua, son microcrustdceos con un papel muy importante
en los ecosistemas acudticos; estos animales plancténicos
se apoderan de otros organismos més pequenos y sirven
de alimento a diversos peces.

Este organismo, conocido también como cladécero de
agua dulce, pertenece a la subclase Branchiopoda y a la
clase Crustdceos, y es usado como organismo indicador
de ensayos biotoxicoldgicos para agua dulce. De igual for-
ma, el copépodo marino, Acartia tonsa, perteneciente a
la subclase Ostracoda, se usa para probar los efectos de
los intoxicantes en el medio marino; este organismo tiene
el mismo rol que cumplen las Daphnias en los medios
continentales (Figura N° 1).

Figura N.° 1. Daphnia o pulga de agua (www.elacuarista.com/alimentos/
daphnias.htm).

Se obtienen las Daphnias de cultivos establecidos o reco-
giéndolas en su habitat; aunque pueden servir Daphnias
de cualquier edad disponible, es més adecuado usar ani-
males recién nacidos que los mayores (Figura N.° 2).

Figura N° 2. Criadero de daphnias.

1.1.2. Pruebas biotoxicologicas

En la evaluacién de la contaminacién del agua, los es-
tudios biotoxicoldgicos son necesarios, debido a que las
pruebas fisicas y quimicas no resultan suficientes para la
valoracién de los potenciales efectos sobre la vida acué-
tica. No se puede determinar, por ejemplo, la interaccién
de los efectos téxicos de las materias complejas.

Las diferentes clases de organismos acudticos no son
igualmente sensibles a las mismas sustancias téxicas, ni
su susceptibilidad es igual a lo largo de su ciclo vital;
aunque la exposicién previa a los téxicos puede alterar
este nivel de susceptibilidad.

1.1.3. Parametros obtenidos en las pruebas biotoxicolégicas

Los principales pardmetros obtenidos en estas pruebas
son: la concentracién letal media (CL50) y la concentra-
cién especifica media (CE50).

La concentracién letal media (CL50) se define como la
concentracién del agua en estudio capaz de matar a la
mitad de los organismos evaluados en un tiempo determi-
nado (generalmente 96 h, para pruebas cortas).

La concentracién especifica media (CE50) se define como
la concentracién del agua en estudio capaz de producir
en la mitad de los organismos evaluados una respuesta
especifica, ya sea en frecuencia respiratoria, pérdida del
equilibrio, en un tiempo dado, etc. (generalmente 96 h,
para pruebas cortas).

1.1.4. Método grdfico utilizado en las pruebas biotoxicologicas

Los métodos gréficos, como las curvas de andlisis Probit,
son la manera de expresar los resultados de las pruebas
biotoxicolégicas (se utiliza papel logaritmico).

Las curvas de andlisis Probit son utilizadas para determi-
nar la CL50 o CE50. En un eje se coloca la concentracién
de los metales, efluentes o cuerpos receptores; y en el otro
eje, se coloca el porcentaje de los organismos que van
muriendo o mostrando una conducta especifica (segin se
busque el CL50 o CE50) en un tiempo determinado. Se
plotean los datos y se traza una linea; la concentracién
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que coincide con el 50 % es la CL50 o CE50 (segun lo que
se evalie).

Il. MATERIALES Y METODOS

Los ensayos biotoxicolégicos serdn aplicados para dos
casos en particular; en el primer caso se tendrda como
referencia un solo contaminante, el cobre; mientras que
en el segundo caso se tendrd como referencia a un cuerpo
receptor, el cual presenta varios metales, sulfatos, turbi-
dez, entre otros pardmetros. En ambos casos, el objetivo
de los ensayos es encontrar la concentracién letal media
(CL50) para daphnias en pruebas cortas (96 h), utili-
zando para su determinacion la curva de anélisis Probit
(Apha, Awwa, wpif-1992).

2.1. Metodologia aplicada para un solo contaminante
(cobre)

Se utilizardn vasos de precipitado con un litro de agua
destilada, y en cada uno de ellos se colocardn 10 daphnias
(Piola, 2011), (Marin, 2007).

El primer vaso se usard como blanco, mientras que en
los otros se vaciard una solucién de cobre de 1000 ppm
en diferentes cantidades, p. ej.: 5, 10, 15 y 20 g/L; y se
evaluard en cudl de los recipientes mueren exactamente 5
organismos al final de las 96 h de ensayo.

En el caso de que en todos los recipientes (excepto el
blanco) después de las 96 h mueran més de 5 organismos
0 que en todos mueran menos de 5, se deberd realizar
nuevamente los ensayos en los vasos de precipitado (uno
en blanco) con mayores o menores concentraciones segun
sea la circunstancia. Una vez encontrada la concentracién
capaz de matar a la mitad de los organismos, se realiza
nuevamente un bioensayo de 96 h, esta vez con concen-
traciones de un rango més reducido.

Por ejemplo, si la concentracion es de 15 g/L, los ensayos
serdn de: 13, 14, 15, 16 y 17 g/L. Estos resultados se
plotearédn a un papel logaritmico obteniendo la concen-
tracién letal media (CL50) para el cobre utilizando daph-
nias; esta concentracion es diferente para cada organismo.

2.2. Metodologia aplicada para varios contaminantes
(cuerpo receptor)

La metodologia es similar en el caso de un solo contami-
nante; se utilizardn vasos de precipitado de un litro de
capacidad y en cada uno de ellos se colocardn 10 daph-
nias; en este caso el cuerpo receptor se trata de un rio que
transporta metales, sulfatos, presenta sélidos suspendidos
totales (SST), entre otros pardmetros. Esta metodologia
puede ser aplicada también para varios metales en con-
junto o efluentes (Sanchez, 2002), (Ramos, 1996).

El primer vaso se usard como blanco, en tanto que en los
otros se vaciara el agua del rio en diferentes concentracio-
nes, p. ej.: 5, 10, 15, 20 y 25%, y se evaluard en cudl de
los recipientes mueren exactamente 5 organismos al final
de las 96 h de ensayo; se debe considerar que una concen-
tracién de agua de rio al 5 % en un recipiente de un (01)
litro significa que 50 ml corresponde al agua del rio y 950
ml al agua destilada.
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En el caso de que en todos los recipientes (excepto el
blanco) después de las 96 h mueran mds de 5 organismos
0 que en todos mueran menos de 5, se deberd realizar
nuevamente los ensayos en los vasos de precipitado (uno
en blanco) con mayores o menores concentraciones de
agua de rio, segun sea la circunstancia. Una vez encon-
trada la concentracién capaz de matar a la mitad de los
organismos, se realiza nuevamente un bioensayo de 96 h,
y esta vez con concentraciones de un rango més reducido.

Por ejemplo, si la concentracién de agua de rio es de 15
%, los ensayos serdan con una concentracién de: 13, 14, 15,
16 y 17 %. Estos resultados se ploteardn a un papel loga-
ritmico obteniendo la concentracién letal media (CL50)
para el agua del rio utilizando daphnias. Esta concentra-
cién de agua de rio es diferente para cada cuerpo receptor
o efluente.

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos, al igual que la metodologia apli-
cada, estdn referidos a los dos casos antes mencionados;
el primero de ellos para un solo contaminante (cobre) y
el segundo para varios contaminantes (cuerpo receptor).

3.1. Resultados de los bioensayos con un solo contaminante
(cobre)

Se realizaron 2 ensayos con una solucién de cobre de 1000
ppm; en el primero de ellos se utilizaron 5 recipientes de
un (01) litro, uno (01) como blanco y 4 recipientes con-
teniendo diferentes concentraciones de la solucién. Las
concentraciones de cobre fueron 5, 10, 15 y 20 pg/L (Ver
Tabla N° 1).

Tabla N° 1. Primer ensayo biotoxicoldgico con cobre

Dia | Hora | Tiempo| Opg/L | 2pgl | SuglL | 10pgl | 20 poll
terDia 04:00 p.m. ( horas 0710 0/10 0710 0/10 0710
08:00 p.m. 4 horas 0710 0/10 0710 0/10 0710
08:00 a.m. | 16 horas 0710 0/10 0710 0/10 0710
12:00 p.m. | 20 horas 0710 0/10 0710 0/10 0710
2do Dia 04:00 p.m. | 24 horas 0710 0/10 0710 0/10 0710

08:00 p.m. | 28 horas 0710 0/10 0110 0/10 0/10
08:00 a.m. | 40 horas 0/10 0/10 0110 0/10 0/10
12:00 p.m. | 44 horas 0710 0/10 0710 0/10 0/10

JerDia | 04:00 p.m. | 48 horas 0710 010 0r10 0/10 0/10.
08:00 p.m. | 52 horas 0/10 2110 61710 6110 8710
08:00 a.m. | 64 horag 0/10 3110 7110 8710 91710
12:00 p.m. | 68 horas 0710 3110 T/10. 8710 g/10.
4oDia | 0400 p.m. | 72 horas 0710 3110, 7110, 8710, g/10.
08:00 p.m. | 76 horas 0710 3110 81710 8110 10/10
08:00 a.m. | 88 horas 0/10 3110 &/10. 9110 10/10
StoDia | 12:00 p.m. | 92 horas 0710 4110 &/10. 10410, 10710
04:00 p.m. | 96 horas 0110 4110 81710 10/ 10. 10/10

De acuerdo a la Tabla N° 1, se observa que en el reci-
piente en blanco no murié ninguna Daphnia en las 96 h
de ensayo; en el 2 pg/L murieron 4; en el de 5 ug/L, 8; y
en los de 10 pg/L y 20 pg/L murieron todas la Daphnias;
esto significa que la concentracion letal media (CL50) se
encuentra entre 2 y 5 pg/L.

Posterior a esto, se realiz6 el segundo ensayo con un mar-
gen de concentraciones méds reducido; esta vez se utiliza-
ron 6 recipientes de un (01) litro, uno (01) como blanco y
5 recipientes conteniendo diferentes concentraciones de la
solucién. Las concentraciones de cobre fueron: 2, 3, 4,5y
6 pg/L (Tabla N° 2).
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Tabla N° 2. Segundo ensayo biotoxicoldgico con cobre

Dia_| Hor | Tiempo | Opgll | 2pgll | 3pgll | 4pgll | 5Swll | 6l
12:00 p.m. 0 horas 0/10 0/10 0/10 0710 0/10 0710

ferlia | M4:00pm. | 4homss 010 0/10 010 010 010 010
&0 pm. | 8horas 010 0/10 010 0/10 010 0710

08:00 am. | 20 horas 010 0/10 010 0/10 010 0710

2olia | 1Z0pm | 24homs 9710 a/10 0710 ['ERL] 0710 0710
04:00 pm. | 28 horas 010 0/10 010 010 010 010

0800 p.m. | 40 horas /10 a/10 0/ 10 Qi 0/ 10 0710

08:00 am. | 44 horas 010 0/10 010 0/10 010 0710

3er Dia 1200 pm. | 48 horas 0i10 a/10 0i10 Qi1 0710 0i10.
04:00 pm. | 52 horas 010 0/10 010 010 010 110,

(2:00 p.m. | 64 horas 010 0/10 i10. 2i10. 2010, 3i10.

08:00 am. | 68 horas 010 1410, i 10. 2i10. 3710, 5i10.

4p Dia 1200 pm. | 72 horas 0i10 2i10. i10. 3010, 3010 5i10.
04:00 pm. | 78 horas 0i10 2i10. 2/ 10. 3010, 5i10. 810,

(2:00 p.m. | 88 horas 010 2i10. 2/ 10. 3010, B 10. 8i10.

A 08:00 a.m. | 32 horas 0710 3i10. 3/ 10. 5i10. 7110, 7i10.
Lol 1200 p.m. | 98 horas 0i10 3i10. 3/10. 5i10. Ti10. 9i10.

Segtin la Tabla N° 2, se observa que la concentracion letal
media (CL50) es 4 pg/L, debido a que murieron exacta-
mente 5 Daphnias a las 96 h de ensayo. La imagen de los
2 ensayos biotoxicoldgicos con cobre puede observarse en
la Figura N° 3.

1er Ensayo Biotoxicolégico
0 pg/L, 5 pg/L, 10 pg/L, 15 pg/L, 20 pg/L

Solucién de Cobre de 1000 ppm

S st o)
oy

2do Ensayo Biotoxicologico
0 ug/L, 2 pg/L, 3 ug/L, 4 ug/L, 5 ug/L, 6 pg/L

Figura N° 3. Ensayos biotoxicoldgicos realizados con cobre.

Para tener un resultado més exacto de la concentracién
letal media (CL50) de cobre para Daphnias, en pruebas
cortas (96 h), se plotean los datos obtenidos en la Tabla
N° 2 a un papel logaritmico y se realiza la curva de ané-
lisis Probit (Figura N° 4).
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Figura N° 4. Concentracion letal media (CL50) de cobre para Daphnias
utilizando la curva de analisis Probit
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De acuerdo a la Figura N°4 y a la curva de andlisis Pro-
bit, la concentracién letal media (CL50) de cobre para
Daphnias en pruebas cortas (96 h) es 3.3 pg/L.

3.2. Resultados de los bioensayos con varios contaminan-
tes (cuerpo receptor)

Para este ensayo biotoxicoldgico de corta duracién (96 h)
se utiliz6 el agua del rio Boca Cabana (Ancash-Peri), en
época de estiaje; este rio presenta valores de pH, Pb, Cd
y As fuera de los limites establecidos por los estdndares
de calidad ambiental (ECA-Cat.3); ademads, el valor de
los sélidos suspendidos totales (SST) es superior al esta-
blecido por la FAO para riego (OMS, 1992).

Se realizaron 2 ensayos con el agua de este rio; en el pri-
mero de ellos se utilizaron 5 recipientes de un (01) litro,
uno (01) como blanco y 4 recipientes conteniendo diferen-
tes concentraciones del agua de rio. Las concentraciones
del agua de rio fueron 50, 70, 90 y 100% (Tabla N° 3).

Tabla N° 3. Primer ensayo biotoxicoldgico con el agua de rio

Dia Hora Tiempo 0% 50% T0% 0% 100%
08:00 a.m. | 0 horss 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

lerDia [ 12200 pm. | 4horss 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
04:00 p.m. | 8 hoss 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

08:00 p.m. | 12 horss 0710 0/10 0/10 0710 0/10

08:00 a.m. | 24 horss 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

2o Dia | 12:00 p.m. | 38 horss 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
04:00 p.m. | 32 horss 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

08:00 p.m. | 26 horss 0/10 0/10 0/10 0/10 1/10.

08:00 a.m. | 48 horss 0/10 1710, 1/10. 1/10. 2/10.

3er Dia | 12:00 p.m. | 52 horas 0/10 1/10. 1/10. 1/10. 2/10.
04:00 p.m. | 56 horss 0/10 1/10. 2/10. 1/10. 3/10.

08:00 p.m. | 60 horss 0/10 2/ 10. 2/10. 2/10. 3/10.

08:00 a.m. | 72 horss 0/10 3/10. 3/10. 41710 4/10.

4toDia | 12:00 p.m. | 78 horas 0/10 3/10. 4/10. 5/ 10. 5/ 10.
04:00 p.m. | E0 horss 1/10. 3/10. 4/10. 5/ 10. 8/10.

08:00 p.m. | £4 horss 1710. 4710. 5/10. 6/10. 6/10.

StoDia | 08:00 a.m. | 96 horas 1/10. 5/ 10. 7/10. 7/10. 2/10.

De acuerdo a la Tabla N° 3, se observa que la concentra-
cién letal media (CL50) debe encontrarse entre 40 y 70 %
de concentracion del agua del rio para las 96 h de ensayo
con Daphnias; es por esto que se realiza el segundo ensayo
con un rango de concentraciones mds reducido, ademads
del recipiente blanco. Las concentraciones del agua de rio
fueron 45, 50, 55, 60 y 65 % (Tabla N° 4).

Tabla N° 4. Segundo ensayo biotoxicoldgico con el agua de rio.

Dia Hora | Tiempo| 0% 45% 50% 55% 60% 65%
0800am. | Ohaas | 0/10 0/10 0/10 | 0/10 0/10 | 0/10
terDia [ 1200pm. | 4hoes | 0/10 0/10 0/10 | o/10 0/10 | o/10
0400pm. | Bhoss | 0/10 0/10 0/10 | o/10 0/10 | 0/10
08:00pm. | 12hotas | 0/10 0/10 0/10 | 0/10 0/10 | 0/10
0800am. | 24hoss | 0/10 0/10 0/10 | 0/10 0/10 | 0/10
2doDia [ 1200pm. | 28horss | 0/10 0/10 0/10 | o/10 0/10 | 0/10
0400pm. | 32horas | 0410 0/10 0/10 | 0/10 0/10 | 0/10
08:00pm. | 38howas | 0/10 0/10 0/10 | o/10 0/10 | 0/10
0800am. | 48homss | 0/10 0/10 0/10 | 0/10 0/10 | 0/10
3arDia | 1200pm. | 52hotaz | 0/10 0/10 0/10 | 0110 0/10 | 0/10
0400pm. | SBhoms | 0/10 0/10 0/10 | 0/10 1/10. | 0/10
08:00pm. | B0howas | 0/10 0/10 1/10 0/10 1/10. | 1/10.
08:00am. | 72hotss | 0/10 0/10 1/10. | 2/10. | 2/10. | 2/10.
4oDia | 1200pm. | 78hoz | 0/10 1/ 10. 1/10. | 2/10. | 2/10. | 3/10.
0400pm. | 80horms | 0/10 1/10. | 3/10 2/1. | 3/10. | 3/10
0800pm. | 8d4hoss | 0/10 | 2/10. | 3/10 3/10. | 3/10. | 4/10.
SoDia | 08:00am. | 86horas | 0/10 310, [ 4/10 4/0. [ 5710 | 8/
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Segiin la Tabla N° 4, se observa que la concentraciéon
letal media (CL50) es 60 %, debido a que murieron exac-
tamente 5 Daphnias a las 96 h de ensayo. La imagen de
los 2 ensayos biotoxicolégicos con el agua de rio puede
observarse en la Figura N° 5.

1er Ensayo Biotoxicologico
0%, 50%, 70%, 90%, 100%

2do Ensayo Biotoxicologico
0%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%

Figura N° 5. Ensayos biotoxicolégicos realizados con el agua de rio (cuerpo
receptor)

Para tener un resultado més exacto de la concentracién
letal media (CL50) del agua de este rio para Daphnias, en
pruebas cortas (96 h), se plotean los datos obtenidos en
la Tabla N° 4 a un papel logaritmico y se realiza la curva
de analisis Probit (Ver Figura N° 6).
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Figura N° 6. Concentracion letal media (CL50) de un agua de rio para
daphnias, utilizando la curva de analisis Probit

De acuerdo a la Figura N° 6 y a la curva de analisis
Probit, la concentracion letal media (CL50) de esta agua
de rio para Daphnias, en pruebas cortas (96 horas) es 59
%j es decir, que el agua del rio es 59 % y el 41% es agua
destilada.

IV. CONCLUSIONES

1. Las Daphnias, conocidas cominmente como pulgas
de agua, han sido escogidas en estos ensayos bio-
toxicolégicos debido a que son muy susceptibles a
contaminantes y cumplen un papel muy importante
en los ecosistemas acudticos; ademds, se apoderan de
otros organismos mas pequenos y sirven de alimento
a diversos peces.
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2. Segun los resultados obtenidos en los bioensayos de
96 h (pruebas cortas) con Daphnias, utilizando un
solo contaminante (solucién de cobre de 1000 ppm)
se encontré lo siguiente: en el primer bioensayo, con
un rango amplio de concentraciones, la concentra-
cién letal media (CL50) se encuentra entre 2 y 5
pg/L; mientras que en el segundo bioensayo, con
un rango pequeno de concentraciones y la curva de
andlisis Probit, la CL50 es de 3.3 pg/L.

3. De acuerdo a los resultados obtenidos en los bioen-
sayos de 96 h (pruebas cortas) con Daphnias, uti-
lizando varios contaminantes (cuerpo receptor) se
encontro lo siguiente: en el primer bioensayo, con un
rango amplio de concentraciones, la concentracién
letal media (CL50) estd alrededor del 60 % (60 %
es el agua del cuerpo receptor y 40 % el agua des-
tilada); mientras que en el segundo bioensayo, con
un rango pequeno de concentraciones y la curva de
anélisis Probit, la CL50 es 59% (59 % es el agua del
cuerpo receptor y 41 % el agua destilada).
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