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GLOSARIO
Bioacumulacion. Se refiere al proceso de almacenamiento de un contaminante en

un organismo o una comunidad biolégica debida a la captacion directa desde el
agua y/o por ingestion.

Bioconcentracion. Es el proceso por el cual los organismos, especialmente los
acuaticos, pueden absorber y concentrar sustancias, directamente del medio que
les rodea, a través de su superficie respiratoria y de su piel.

Biodisponibilidad. Es un término que indica la velocidad y la cantidad de alguna

sustancia que alcanza intacta a la circulacién general de cualquier ser vivo.

Biomagnificacion. Se define como la acumulacién y la transferencia de sustancias
a través de la cadena alimenticia, produciéndose un aumento de las
concentraciones internas en los organismos situados en los niveles mas altos de la

cadena troéfica.

Carcinogénico. Es un agente fisico, quimico o biolégico potencialmente capaz de

producir cancer al exponerse a tejidos vivos.

Concentracion letal. Es la concentracidn de toxico estimada que produce la muerte
de una proporcién especifica de los organismos de prueba. Se define como la
concentracion letal media (CLso), que corresponde a la concentracion que mata al

50% de los organismos expuestos en un determinado periodo de tiempo.

Contaminante. Una sustancia que se encuentra en un medio al cual no pertenece
0 que lo hace a niveles que pueden causar efectos (adversos) para la salud o el

medio ambiente.

Ecosistema acuético. Es la unidad funcional béasica de interaccion de los
organismos vivos entre si y de estos con el ambiente acuéatico en un espacio y
tiempo determinado, que puede ser cualquier cuerpo de agua, como: mares,
océanos, rios, lagos, pantanos y demas fuentes. Los dos tipos mas destacados son

los ecosistemas marinos y los ecosistemas de agua dulce.

VIl



Ecosistema. Es un sistema natural que estd formado por un conjunto de
organismos vivos (biocenosis) interdependientes y el medio fisico en donde se
relacionan, llamado habitat. Los ecosistemas suelen formar una serie de cadenas

troficas que muestran la interdependencia de los organismos dentro del sistema.

Ecotoxicologia. Ciencia que estudia el destino y los efectos de los contaminantes
en los ecosistemas, intentando explicar las causas y prever los riesgos probables.
La ecotoxicologia prospectiva evalla la toxicidad de las sustancias antes de su
produccion y uso. La ecotoxicologia retrospectiva se ocupa de confirmar si la

sustancia produce dafos en el ecosistema.

Factores Abidticos. Son los distintos componentes que determinan el espacio
fisico en el cual habitan los seres vivos; entre los mas importantes podemos
encontrar: el agua, la temperatura, la luz, el pH, el suelo, la humedad, el oxigeno y

los nutrientes.

Factores Biodticos. Son todos los organismos que tienen vida. Pueden referirse a

la flora, la fauna, de un lugar y sus interacciones.

Genotoéxico. Es la capacidad para causar dafio al material genético por agentes
fisicos, quimicos o biolégicos; el dafio en el material genético incluye no sélo
al ADN, sino también a todos aquellos componentes celulares que se encuentran
relacionados con la funcionalidad y comportamiento de los cromosomas dentro de

la célula.

Lixiviacion. Fendmeno de desplazamiento de sustancias solubles o dispersables
(arcilla, sales, hierro, humus) causado por el movimiento de agua en el suelo, y es
por lo tanto, caracteristico de climas humedos. Esto provoca que algunas capas del
suelo pierdan sus compuestos nutritivos, se vuelvan mas acidas y a veces también

se origine toxicidad.

Mutagénico. Es cualquier agente fisico, quimico o biolégico que altera o cambia la
informacion genética (usualmente ADN) de un organismoy ello incrementa la

frecuencia de mutaciones por encima del nivel natural.
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Teratdgenico. Es una sustancia, agente fisico o quimico u organismo capaz de
provocar un defecto congénito (malformacion) durante la etapa reproductiva de

algun organismo.

Toxicidad. Propiedad que tiene una sustancia, elemento o compuesto de causar

dafios en la salud humana o la muerte de un organismo vivo.

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

funcionamiento del ecosistema.

Xenobiotico. Deriva del griego xeno (‘extrafio’) vy bio (‘'vida'). Se aplica a los
compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza es poco frecuente o
inexistente debido a que son compuestos sintetizados artificialmente por el ser

humano.



RESUMEN

El potencial impacto que representa para el ambiente acuético la emision de
cromatos y dicromatos vertidos como producto de la actividad de diferentes sectores
industriales, precisa de estudios ecotoxicologicos constantes. En la presente tesis
se realizdé un bioensayo de ecotoxicidad aguda utilizando a Artemia franciscana
como bioindicador debido a que es un ensayo rapido, de alta confiabilidad y de bajo
costo por lo que es ampliamente recomendable en pruebas toxicologicas, sobre
todo como alternativa ante las actuales demandas para evitar los estudios de
toxicidad in vivo. En esta investigacion se determinaron las LCso a las 24 hy 72 h
de exposicién del cromo, empleando como sustancia de referencia el dicromato de
potasio K2Cr207, posteriormente se estimo el comportamiento toxico debido a la
variacion de pH del medio en un rango de 4.5-6.5 y como control un valor de 8.
Asimismo, se estudi6é el efecto en la cinética de oxigeno debido a la exposicidén
basada en la LCso(24) control del cromo sobre el mismo bioindicador.

Obteniéndose los siguientes resultados: la fase correspondiente a 72 h (LCso de
16.50 mg L™1), evidencié una toxicidad superior a menor concentracion, seguida en
la respuesta de mortalidad a 24 h (LCso de 30.50 mg L?). Posteriormente en los
ensayos ante variaciones de pH, los resultados revelaron que a valores de pH mas
acidos esta sustancia requiere una concentracibn menor para causar efecto toxico,
siendo los nauplios de 72 h de Artemia franciscana los que presentan una mayor
sensibilidad. Por dltimo el estudio cinético del balance de oxigeno en el bioindicador
evidencia un porcentaje de inhibicion de nmolO2/mL de muestra: de 58.37% + 1.357,
lo cual indica que al aumentar el tiempo de exposicion, se incrementa el déficit de
oxigeno. Por lo tanto este metal resulta ser peligroso para el zooplancton, lo cual
pone en riesgo los niveles troficos superiores, pudiéndose ocasionar un

desequilibrio en el ecosistema.

Palabras clave: Artemia franciscana, Cromo hexavalente, Ecotoxicologia, pH

acido, inhibicién de oxigeno.



ABSTRACT

The potential impact posed to the aquatic environment the emission of chromates
and dichromates discharges as a result of the activity of different industrial sectors,
requires constant ecotoxicological studies. In this thesis, a bioassay of acute
ecotoxicity using Artemia franciscana as a bioindicator because it is a rapid assay,
high reliability and low cost so it is widely recommended in toxicological tests,
especially as an alternative to the current held demands to avoid toxicity studies in
vivo. In this investigation were determined the LCso at 24 h and 72 h exposure
chromium using as reference substance potassium dichromate K2Cr207, then the
toxic behavior was estimated due to the variation in pH of the medium in a range of
4.5-6.5 and as a control value of 8. Also, the effect on the kinetics of oxygen due to

exposure based on the LCso (24) control on it bioindicator chromium was studied.

It obtaining the following results: the phase corresponding to 72 h (LCso 16.50 mg L-
1), showed a lower concentration than toxicity, followed in response to 24 h mortality
(LCs0 30.50 mg L1). Later in trials to changes in pH, the results revealed that more
acidic pH values of this substance requires a lower concentration to cause toxic
effect, being 72 h nauplii Artemia franciscana those with greater sensitivity. Finally
the kinetic study of oxygen balance in the biomarker evidence a percentage inhibition
of nmolOz/ mL sample: from 58.37% + 1.357, indicating that increasing the exposure
time, oxygen deficiency increases. Therefore this metal turns out to be dangerous
for zooplankton, which puts at risk the higher trophic levels, being able to cause an

imbalance in the ecosystem.

Keywords: Artemia franciscana, hexavalent chromium, ecotoxicology, acid pH,

oxygen inhibition.
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1. INTRODUCCION

Una de las probleméticas ambientales emergentes en el pais se refiere al uso
indiscriminado de productos quimicos en diversas actividades industriales, lo cual
se traduce a riesgos sanitarios y ambientales importantes (CONAGUA, 2014). Lo
anterior, ha llevado a que la contaminacién quimica en especial por metales
pesados, constituya una de fuentes de mayor riesgo para los ecosistemas acuaticos
y las especies presentes en ellos (Mancera & Alvarez, 2006).

Estos ecosistemas complejos por sus caracteristicas Unicas albergan a un gran
namero de organismos (Alvarez & Celis, 1982), que por su ubicacion, sirven como
asentamientos urbanos, portuarios e industriales, y desafortunadamente son

empleados como areas de vertimiento de desechos.

El transporte de los metales en los recursos hidrolégicos, es principalmente
controlado por procesos de transformacion fisica, quimica y biolégica de los
compuestos que estos elementos forman (Herrera, et al., 2012). Las reacciones

ocurren muchas veces en forma simultanea e incluyen:
e Intercambio i6nico
e Adsorcion- desorcion
e Formacion de complejos
e Coagulaciéon
e Biodegradacién
e Precipitacion-disolucion
e Oxidacion-reduccion
e Fotolisis e hidrolisis

Estas reacciones ilustran la complejidad de las transformaciones de los
contaminantes en el ambiente natural donde los sedimentos y las reacciones que

ocurren en la interfase particula-agua juegan un papel muy importante en el traslado
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de sustancias téxicas, debido a que muestran una alta afinidad a la materia

particulada y organica presente (Hansen, et al., 1995).

Especialmente los contaminantes metélicos del ecosistema marino son
estrictamente dependientes de la capacidad de complejamiento de éstos con
componentes del medio ambiente y su respuesta a las condiciones fisicoquimicas y
bioldgicas de su entorno. Los metales son especies quimicas no degradables. Por
tal motivo, una vez vertidos al medio, se distribuyen en los entornos aire -agua -
suelo, en algunos casos cambiando su estado de oxidacion, o incorporarse a los
seres vivos. Por lo tanto su peligrosidad depende de su concentracién en el medio
y de su combinacién con compuestos presentes en los sedimentos costeros y su
ingreso a las cadenas alimentarias, donde pueden ocurrir procesos de
bioconcentracion, bioacumulacién y posteriormente biomagnificaciéon (Ponce &
Vazquez, 1991). Otros factores como el pH, la cantidad de organismos presentes y
la concentracion o tipo de aguas residuales también pueden afectar en cierto grado
la toxicidad de los metales. Actualmente es insuficiente el conocimiento que se tiene
sobre los efectos generados por la disposicion en los cuerpos de agua y su impacto
sobre el recurso hidrico y el deterioro de ecosistemas marinos (Albek, et al., 1997).

Existe una extensa aplicacion en diferentes sectores industriales en las cuales
destacan: la produccion de pinturas, galvanotecnia y procesos de curtido de pieles,
definidas como las actividades que registran gran cantidad de desechos generados
por cromo, uno de los principales metales pesados clasificado como contaminante
acuatico. El impacto ambiental es ocasionado cuando este compuesto es
desechado sin tratamiento alguno a los sistemas acuaticos donde se disocia, en
forma de ion dicromato (Cr207)? que a su vez por medio de reacciones de 6xido
reduccion genera cromo hexavalente provocando graves problemas de
ecotoxicidad (Fahim, et al., 2007), ya que potencia su actividad téxica para las
especies con las que entra en contacto (Khwaja, 1998). Ante la probleméatica
anteriormente planteada el objetivos del presente trabajo, fue evaluar el efecto del
Cr (VI), sobre un bioindicador perteneciente al primer nivel tréfico de ecosistemas

salinos -Artemia franciscana, microcrustaceo, altamente sensible debido a que tiene
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la capacidad de mostrar en espacios de tiempo reducidos efectos toxicos de
diversas sustancias, en comparacion con los demas existentes en el medio, por lo
gque son bioindicadores importantes que nos ayudan a medir niveles de
contaminacion. Por la facilidad de cultivo, corto ciclo de vida y su distribucion
cosmopolita, Artemia ha ganado popularidad como organismo de prueba en
estudios de toxicologia por la posibilidad de obtener organismos neonatos de forma
sincrénica y con una condicion biolégica uniforme, y sobretodo ser una alternativa

al uso de otros bioensayos in vivo (Papadopoulos, et al., 2004).

Las caracteristicas anteriormente sefialadas son de suma importancia por la
diversidad climatica que presenta nuestro pais, adaptandose como indicador

ambiental ideal para el estudio de diversas zonas (Panagoula, et al., 2002).
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2. MARCO TEORICO
2.1 CONTAMINACION AMBIENTAL

La contaminacién ambiental siempre ha existido ya que, en parte, es inherente a
las actividades del ser humano. Sin embargo, en afos recientes se le ha prestado
mayor atencion ya que ha aumentado la frecuencia y gravedad de los
acontecimientos de contaminacion en todo el mundo y cada dia hay mas pruebas

de sus efectos adversos sobre el medio ambiente y la salud (Flores, et al., 1995).

Los efectos méas graves de la contaminacion ocurren cuando la entrada de
sustancias (naturales o sintéticas) al ambiente rebasa la capacidad de los
ecosistemas para ser asimiladas y/o degradarlas. Aunque los casos de
contaminacion se iniciaron a finales del siglo XVII, durante la revolucion industrial,
sus impactos se agravaron considerablemente en la Segunda Guerra Mundial, asi
como con la extraccién, producciéon y usos de diversas sustancias tanto naturales
como artificiales para las cuales los mecanismos de asimilacién o degradacién han
sido superados o no existen (PNUMA, 1984; Meadows, et al., 1992).

Hay muchas definiciones de contaminacion ambiental pero para fines practicos
Albert (1997) la define como la “Introduccién o presencia de sustancias, organismos
o formas de energia ambientales o sustratos a los que no pertenecen o en
cantidades superiores a las propias de dichos sustrato, por un tiempo suficiente, y
bajo condiciones tales que esas sustancias interfieren con la salud y dafian a los

recursos naturales o alteran el equilibrio ecoldgico de la zona”.

De acuerdo a lo anterior, podemos encontrar diversos tipos de contaminacion de

acuerdo a su origen, efectos, clases y fuentes de contaminantes.
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del Suelo
Origen urbano, Origen urbano,
industrialy industrial y
agricola. agricola,
Contaminacién ganadero'y
radioactiva térmico

Contaminacion
acustica,

Efectos Efectos luminicay
locales globales electromagnética

Smog

Aguijero de
ozono, efecto

invernadero y
lluvia acida

llustracion 1. Tipos de contaminacién y contaminantes.

Los diferentes tipos de contaminacién dependen de determinados factores que
afectan distintamente a cada ambiente, y es la contaminacion quimica en especial
por metales pesados la que constituye una de las mas peligrosas para los

ecosistemas acuaticos y las especies que los conforman.

2.2 CONTAMINACION QUIMICA POR METALES PESADOS

La corteza terrestre contiene gran variedad de elementos quimicos, entre ellos
muchos metales que desde tiempos remotos, han resultado de gran importancia
para el desarrollo y progreso de las civilizaciones. De los elementos quimicos que
hoy conocemos, aproximadamente un 75 % son metales (Schinitman, 2004). Y
muchos de ellos son necesarios para los seres vivos en cantidades traza, al ejercer
funciones bioldgicas importantes y de acuerdo a esto, se les encuentra clasificados
en dos grupos: esenciales y no esenciales (Tabla 1). El criterio mas relevante que
se utiliza para esta clasificacion es que la ausencia de un elemento esencial puede
provocar una deficiencia especifica que puede ser reversible al introducir el
elemento en particular (Batley & Florence, 1976). Asi mismo, los metales
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considerados elementos traza esenciales son necesarios para el perfecto desarrollo
de los organismos, tanto de plantas como animales, pero cuando superan los limites
de concentracidn necesarios, pasan a tener un efecto toéxico sobre el organismo que
inclusive en la mayoria de los casos llega a ser letal (Reinhold, 1975; Alarcon, 2009).
Por lo tanto, se debe de considerar un equilibrio en la cantidad que es ingresada
(Huang et al., 2016). Ya que pueden alterar los niveles de concentracion de otros
metales presentes en los seres vivos por que intervienen en sitios de competicion
de los centros activos de muchas moléculas que son necesarios para realizar
infinidad de actividades metabdlicas que poseen elevada trascendencia bioldgica,
por mencionar que funcionan como cofactores y que son componentes integrales
de diversas enzimas para que estas sean biolégicamente activas (Fu & Wang,
2011).

Tabla 1. Clasificacion de los metales (Bautista, 1999).

Esenciales No esenciales
(fisiologicos)

Zinc Niquel

Hierro Plomo
Magnesio Aluminio
Cobre Cadmio
Cobalto Arsénico
Cromo

El término de metal pesado refiere a cualquier elemento quimico metélico que
tenga una relativa alta densidad, con peso atémico elevado y sea toxico 0 venenoso

en concentraciones incluso muy bajas (Rodriguez & Garcia, 2006).

En la actualidad, 14 millones de productos quimicos relacionados con estos
elementos se encuentran en el medio ambiente y son téxicos mas alla del nivel de
umbral (Kristen, 1997; Ohe, 2004; Leme & Marin, 2009). Este nimero va en
aumento y constituye una amenaza gradual para el sector acuatico. Por ello la
exigencia de controlar esas emisiones al medio ambiente para el aseguramiento de
la calidad del mismo (lgbal, 2016). Ademas, algunos metales ingresan

habitualmente a diversos organismos en porciones menores, por diferentes fuentes
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de exposicion, con capacidad de persistencia y bioacumuldndose en ellos durante

largo tiempo.

Numerosos estudios recientes demuestran que la bioacumulacién de los
metales es debido a exposiciones crénicas y con potencial de toxicidad para
varias formas de vida. Debido a esta caracteristica, muchas de esas sustancias se
transforman en agentes genotoxicos y mutagénicos que son ain mas problematicos
debido a que pueden causar trastornos hereditarios (Economou et al., 2014). Por
todo lo anterior es importante entender el impacto potencial de los efectos que los
metales presentan sobre el ambiente (Palacios et al., 2003).

Los principales metales pesados clasificados como contaminantes ambientales
son: el cadmio, mercurio, plomo y cromo (Schinitman, 2004).

2.3 CARACTERISTICAS GENERALES, PRODUCCION Y USOS DEL CROMO

El cromo (Cr) ocupa el vigésimo primer lugar en abundancia sobre la tierra
(alrededor del 122 ppm) y es el sexto elemento mas abundante en la corteza
terrestre teniendo una concentracion promedio de 1000 pg/g (Stoeppler, 1992). Este
metal no se encuentra de forma libre en la naturaleza debido a su gran reactividad,
por lo que se extrae a partir de un producto mineral primario combinado con hierro
y oxigeno denominado cromita (FeCr204) siendo ésta su forma mas abundante. El
elemento se descubrié en 1797, su nombre proviene del griego “chromos” que
significa color y se debe a las tonalidades tan intensas de sus compuestos
derivados. Se recupera fundamentalmente en sales de cromatos y dicromatos,
ademas de oxidos de aluminio (Sepulveda et al., 2005). Esta presente de manera
natural mineral en rocas, plantas, suelos, animales, humos y gases volcanicos
(Gilling & Pérez, 2001). Puede encontrarse en diversos estados de oxidacion que
van desde Cr*2 hasta Cr*8, siendo los estados Cr*3 y Cr*¢ los mas estables y de
mayor interés, mientras que las valencias +2,+4 y +5 también existen en el entorno
temporalmente alcanzando una rapida estabilizacion a los estados mas estables a

través de reacciones de Oxido-reduccion (Bartlett, 1991).
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El cromo y sus compuestos tienen una gran diversidad de aplicaciones dentro de
los cuales se pueden encontrar la galvanotecnia para cromar otros metales,
actuando como inhibidor de corrosion, en industria automotriz, convertidores
cataliticos, adornos cromados y para el control de otros sistemas de decoracion.
Existen superaleaciones con resistencia a altas temperaturas del Cr en tecnologia
aeroespacial (Nriagu, 1988). En la fabricacién de colorantes y pigmentos, en el
curtido de pieles y en la industria de la ceramica. Ademas, es utilizado en la
manufactura de productos pirotécnicos y explosivos (ej. la elaboracién de cerillos de
seguridad). Pero también se puede encontrar en algunos componentes de equipos
eléctricos, como piezas recubiertas de cinc, placas de circuitos, tubos de rayos
catddicos y baterias eléctricas. En productos para impresion, material fotografico y
la conservacién de la madera. En la fabricacidbn de telas repelentes al agua.
Asimismo es usado como reactivo analitico en la sintesis de productos quimicos

organicos (Pineros & Quintero, 2008).

2.4 DICROMATO DE POTASIO: Sustancia de ensayo

2.4.1 Descripcion y caracteristicas generales:

El dicromato de potasio se puede apreciar fisicamente como un soélido cristalino
de color intenso naranja-rojizo, soluble en agua. Es altamente comburente, por lo
que al entrar en contacto con sustancias organicas puede provocar incendios. A
diferencia del dicromato de sodio, este no es higroscépico, actia como un agente
oxidante en las reacciones de oxido-reduccion en las cuales se da un intercambio
de electrones. Sus cristales tienen formas triclinicas con simetria pinacoidal y sin
olor (UNAM, 2007).

llustracién 2. Dicromato de Potasio (Silva, 2011)
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2.4.2 Estructura y propiedades fisicoquimicas:
En la ilustracién 3 se presenta la estructura quimica del dicromato de potasio y

en la tabla 2 se pueden apreciar sus caracteristicas fisicas y quimicas.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del dicromato
de potasio (UNAM, 2007)

D\E/fo D\}l/fo Propiedades fisico-quimicas del

Hj Hi dicromato de potasio

A -
}{I 0 \Df H[:]I H' Formula: K>Cr2Oy

Peso molecular: 294.21 g/mol.

llustracion 3. Estructura quimica del Punta de Ehullicion: 500 °C
dicromato de potasio. (Silva, 2011) Punto de fusién: 398 °C

Densidad (a 25 °C respecto al agua a 4 “C):
2.676

Solubilidad: soluble en agua (120 g/L en
agua a 20°C)

Una disolucion acuosa al 1% tiene un pH
de 4.04 y una al 10 % de 3.57.

2.4.3 Sintesis:
Al tratarse de una sustancia de origen artificial se obtiene a partir de la sintesis

quimica por medio de dos reacciones y cada una emplea reactivos distintos:

La primera por intercambio del cation a partir de cloruro de potasio y dicromato de

sodio: Na,Cr, 0, + 2 KCl » 2 NaCl + K,Cr,0,

También se obtiene a partir del cromato potasico o cromito acidulando con acido

sulfdurico: 2K,Cr0, + H,S0, — K,S0, + K,Cr,0, + H,0

2.5 INCORPORACION DEL CROMO EN EL MEDIO AMBIENTE

El cromo ingresa al ambiente acuatico y de los suelos por medio de dos fuentes:
1) Origen Natural y 2) Origen antropogénico (actividades humanas). Como se ha
mencionado, este es un metal importante en la industria y es utilizado en diferentes
productos y procesos. En muchos sitios de disposicion de residuos o plantas

industriales este metal se libera al ambiente por filtracién debido a las practicas

MONICA RUIZ HERNANDEZ 9



Efecto toxico agudo del cromo hexavalente ante variaciones de pH, sobre zooplancton
marino (Artemia franciscana) 2016

inadecuadas de disposicion desechos o a las medidas deficientes de

almacenamiento en la manufactura de productos.

El cromo se encuentra, relativamente como Cr (lll) en las fases sélidas, y se libera
al el medio acuatico en cantidades limitadas por acciones climaticas y de erosion.

Las emisiones atmosféricas de cromo a partir de fuentes naturales vienen
derivadas del elemento en suspension (Nriagu, 1990). La erosion de los suelos es
una fuente natural importante de cromo. Aunque la mayoria del metal liberado de
Cr (Ill) y Cr (V1) es debido a los desechos de las distintas actividades industriales
gue son descargados directamente en el medio ambiente acuatico. Incluso, se
estima que varios paises desarrollados entre ellos Canada liberan
aproximadamente 24 toneladas anualmente de vertidos con la presencia de este
metal proveniente de refinerias, fundidoras, etc. (MacLatchy, 1992; Albert, 2006;
Rangel & Maldonado, 2014).

De ellas, aproximadamente un 54% son atribuibles a la combustién de elementos
fésiles, un 29% para diversos procesos industriales y un 12% debido a la
combustion interna. Otras fuentes de contaminacion por Cr provienen del desgaste
de neuméticos, en convertidores cataliticos automotrices, o la liberacion de polvo

cromado utilizado en los toners de fotocopiadoras (ATSDR, 1988; Pereira, 2013).

Otras fuentes potencialmente significativas de esta sustancia en el medio
acuatico incluyen las descargas de las industrias de curtido de cuero, escorrentias
de aguas pluviales, a partir de efluentes las plantas de celulosa y papel, o los
vertidos de instalaciones térmicas. Sin embargo el proceso de curtido es uno de los
mayores contaminantes de cromo en todo el mundo (Albert, 2006). Ya que el cuero
ocupa solo el 60-80% de cromo aplicado, y el resto por lo general se descarga en
el sistema de aguas residuales que causan impacto ambiental grave (Velandia,
2010).

Siendo la forma hexavalente 500 veces mas toxica que el trivalente (Fahima et
al., 2006), y de ahi que el cromo hexavalente sea el de mayor importancia

toxicolégica (Gilling & Pérez, 2001).
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Un estudio realizado por Webber & Shamess (1987), menciona que el contenido
de cromo presente en los residuos domésticos de paises europeos que entra en las
aguas residuales municipales cada afio se retiran restos de este elemento unido al

lodo, con el consiguiente peligro de ser éste utilizado para practicas agricolas.

Finalmente, la manipulacién y almacenamiento de productos quimicos a base de
Cr (V1) para conservacion de la madera se incrementé de manera alarmante en el
afio de 1995, incluyéndolos como componentes principales en sus formulaciones
(Bamwoya et al., 1991). Asimismo, el desgaste de la madera tratada expuesta a la
lluvia acida también puede liberar este metal a los suelos y contribuir siendo una

fuente mas de contaminacién a los mantos freaticos.

2.6 DESTINO MEDIOAMBIENTAL DEL CROMO
El destino de cromo vertido en el medio ambiente puede variar dependiendo de

su forma quimica (Murray et al., 1983; Campbell, et al., 1997).

Como se menciond anteriormente, el cromo trivalente tiende a estar asociado con
fases sélidas relativamente inertes, y por lo tanto puede acumularse y persistir en
sedimentos y suelos, pero la disponibilidad para su absorcién por la biota puede ser
limitada. Los resultados de estudios recientes indican que el Cr (lll) puede ser
oxidado fotoquimicamente a Cr (VI) en aguas superficiales aerdbicas. La mayoria
de las formas de Cr (VI) son muy solubles y aun que no son facilmente adsorbidas

en la materia particulada, tienen gran movilidad en aguas y suelos (Pereira, 2013).

En cambio el Cr (lll) forma 6xidos altamente insolubles, hidréxidos y fosfatos, y
es adsorbido por las particulas en suspension. En disolucion se elimina rapidamente
de la superficie de las aguas por sedimentacion de las particulas (Cranston &
Murray, 1993). Existen oxidantes producidos por algas (ej. H202) en aguas
superficiales capaces de convertir Cr (Ill) a Cr (VI) a diferentes velocidades de
reaccion (Pettine & Millero, 1990). Aunque también, puede formar complejos
estables con muchos ligandos disueltos o en forma coloidal, organicos e
inorganicos, y por lo tanto pueden permanecer en la columna de agua (Masscheleyn

et al., 1992). Del mismo modo, en los sedimentos, el Cr (lll) se oxida a Cr (VI) por
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la accion de oxidos (ej. MgO) presentes en la interfase agua-sedimento (Saleh et
al., 1989). Este proceso de oxidacién genera la lixiviacion 4cida y/o liberacion del Cr

en el ecosistema acuatico (Bartlett & James, 1988).

En procesos de adsorcion del Cr (VI), se realiza a través de suelos neutros a
ligeramente acidos, especialmente aquellos que contienen cantidades grandes de
oxidos de hierro (Rai et al., 1993). De la misma forma, puede reducirse a Cr (lll) por
reacciones de reduccion o con el aumento del pH del suelo, dando lugar a la

remocién de Cr (VI) adsorbido.

En contraste con los autores Rai et al. (1993), sefialan que la forma hexavalente
no es facilmente absorbida en aguas de superficie, aunque la mayoria de sus sales
son solubles. A su vez, el Cr (VI) se reduce a Cr (lll) por accion de agentes
reductores naturales tales como como el S%, Fe (Il), acido fllvico, compuestos
organicos de bajo peso molecular y por proteinas, por lo que es removido de la
solucion, sobre todo en aguas mas profundas anaerdbicas (Melo, 2006). La
efectividad de estos agentes reductores varia con el pH, condiciones redox, y las
concentraciones de cromo total (Pereira, 2013).

Una pequefia cantidad de Cr (VI) puede ser absorbido por el plancton y lanzado
como Cr (Ill) a mayores profundidades, donde el oxigeno esta muy reducido (Brady
et al., 1994). En la mayoria de los organismos, el Cr (VI) se reduce a Cr (lll), forma
gue comunmente es encontrada en proteinas, enzimas y nucleotidos (Nieboer &
Jusys, 1988).

En general, el Cr (VI) se absorbe a nivel celular méas facilmente que el Cr (lll) (Lou
et al., 2010). Por lo que este metal es facilmente acumulado por la biota acuética
(Oze et al., 1974; Jackson, 1988), aplicando factores de correccion entre 100 y 1000
para expresar el riesgo de bioconcentracién. Sin embargo, el cromo no sufre un
fenbmeno de biomagnificacibn en las cadenas tréficas, ya sean acuaticas o
terrestres (Mance 1987; Outridge & Scheuhammer, 1993). Aunque esto ha sido
causa de estudios recientes que demuestran lo contrario (Marchese et al., 2008).
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2.7 IMPACTO DEL CROMO EN EL MEDIO ACUATICO

De manera general el cromo, a altas concentraciones, se comporta como toxico,
mutagénico, teratdbgeno y carcinogénico. EI cromo hexavalente es mucho mas
toxico para la mayoria de las plantas, animales y bacterias que habitan entornos
acuaticos. Muchos de los microorganismos son sensibles a sus efectos toxicos, pero
algunos grupos poseen mecanismos de resistencia para tolerar altos niveles de este
elemento. Como se ha mencionado debido a su alta solubilidad, actia como un
fuerte agente oxidante que causa graves dafos a las membranas celulares debido
a su capacidad para formar complejos con acidos nucleicos, proteinas, Yy
compuestos organicos. En concentraciones arriba de 0.5 ppm (5mg/L) afecta
seriamente el crecimiento y reproduccion de peces y algunas especies de algas
(Marchese et al., 2008).

Sin embargo, la reciente deteccion de niveles toxicos significativos de Cr (VI) en
aguas superficiales y subterraneas en diferentes partes del mundo plantean
cuestiones criticas relacionadas con la disposicion actual de los residuos que
contienen este metal. Este factor es de interés ecoldgico, porque a un pH bajo, el
Cr (VI) es biodisponible, siendo esta forma muy mévil y por lo tanto, representa el

mayor riesgo de contaminacion de las aguas (Avudainayagam et al., 2003).

En una investigacion realizada por Kisku et al. (2000), indicaron que el efecto
toxico de este elemento puede ser variable, dependiendo de las especies
involucradas, (ej. se indica que el ion dicromato es mas toxico que el cromato), lo
cual se atribuye a que la primera especie existe en medio acido que favorece su
capacidad oxidante ya que forma especies solubles a lo largo de todo el intervalo
de pH, que interactian con el material biolégico, aun en niveles bajos de
concentracion, éste se difunde en los tejidos de cualquier organismo, y aunque haya
una reduccién a Cr (lll) se provoca acumulacion, que simultaneamente, puede
coordinarse a moléculas biologicas ocasionando que estas dejan de funcionar en
forma normal. Estos resultados hicieron que algunos investigadores estudiaran el
fenbmeno acumulativo del cromo en la cadena trdfica, y asi, fue como Marchese et

al. (2008) analizaron cuatro especies abarcando desde plantas, almejas, cangrejos
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y peces, encontrando niveles preocupantes de cromo y afirmando su alto potencial
de acumulacion. Esto indica claramente un problema, no solo para los primeros
niveles tréficos si no también, para los seres humanos, que se encuentran en la

parte superior de la cadena alimentaria (Shrivastava et al., 2002).

2.8 MECANISMO DE TOXICIDAD DEL CROMO

En el estudio de los efectos del cromo, se consideran aspectos quimicos y de
interaccion molecular, a partir de su obtencion, transformacién y aplicacion industrial
gue conllevan aspectos negativos sobre la salud de los seres vivos, sobre todo
porque quimicamente sus compuestos altamente oxidantes afectan células vy
tejidos. Estas interacciones dependen del estado de valencia, naturaleza de enlaces
guimicos y via de exposicion (Services, 2012). En ese entorno se ira describiendo
la toxicidad que tiene este metal como producto de su interaccién con organismos

Vivos.

Shivatava, (2002) y Katz & Salem,(1993) sefialaron que, los compuestos de Cr
(111) son relativamente inocuos debido a que son insolubles y no pueden atravesar
las membranas bioldgicas, aunque en altas concentraciones y dependiendo de la
presencia de ciertas sustancias en el medio acuatico, pueden presentar los mismos
efectos toxicos que los de Cr (VI). No obstante, el Cr (lll) funciona como un
oligoelemento esencial en los seres humanos, ya que ayuda a promover la accién
de la insulina en los tejidos, para aprovechar azlcares, grasas y proteinas. En
contraste con el Cr (VI) considerado la forma més toxica del metal, debido a que
atraviesa facilmente las membranas biolégicas y puede ser transportado
activamente al interior de las células por medio del transportador de sulfato (Borst,
1981).

Wetterhahn (1983) es uno de los primeros en proponer el modelo de absorcion-
reduccion como el posible mecanismo de accion mediante el cual se explica el
problema de carcinogénesis relacionada con el Cr (VI). En dicho estudio estos
investigadores concluyeron que los efectos carcinogénicos se encontraban
directamente relacionados con el dicromato, que es el principal compuesto que
forma el Cr (VI) el cual, por tener la ventaja de un tamafo y simetria similar a la de
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los aniones sulfato y fosfato, presenta la habilidad para cruzar la membrana celular
por medio de canales anionicos no especificos de transporte. Una vez dentro, en el
citoplasma al entrar en contacto con sustancias reductoras, tales como ascorbato,
glutation, cisteina o dinucleotido de nicotinamida y adenina (NADH), los aniones
dicromato son sometidos a una serie de procesos reductores con la consecuente
formacién de Cr (V) y Cr (VI), que a su vez provocan la generacion de varios
radicales libres constituyendo agentes potenciales de dafio directo a la estructura
del ADN celular, que ocasionan la ruptura de enlaces de ADN, aberraciones
cromosOmicas, aumento en el intercambio de cromatidas hermanas, sintesis
espontanea de ADN, causando asi severas afectaciones en el ADN y proteinas
(Cruz, 2009).

Ademas de lo anterior, Valko et al. (2006) mencionan que es determinante el
papel que juega el Cr (VI) como mediador en el proceso de formacion de radicales
libres, que inducen la formacion de fenotipos celulares oncogénicos. Por lo que ha
propuesto que la toxicidad se debe a que dentro de las células se generan
intermediarios reducidos de cromo que en presencia de H202 funcionan como
catalizadores de una reaccion tipo Fenton, generando Especies Reactivas de
Oxigeno (ERO), con el consecuente dafio oxidativo, produciendo peroxidacion de
lipidos, oxidacion de proteinas y acidos nucleicos (Ercal et al., 2001; Liu & Shi,
2001). Las ERO incluyen el radical superédxido (O2°), el radical hidroxilo (OH), el
peroxido de hidrégeno (H202) y el oxigeno molecular (O2) que tiene una
configuracion Unica y es considerado por si mismo un radical libre y la principal ERO
porque reacciona con un mayor numero de moléculas para formar otras ERO
secundarias en donde participa directa o indirectamente en reacciones catalizadas
por metales de transicion, ya que puede ocurrir la adicion de un electron al oxigeno

molecular forma el radical superoxido (Miller et al., 1990; Valko et al. 2005).

Por otra parte Wise, et al. (2000) mencionaron que, en relacion con los
mecanismos de accidon mediante los cuales el Cr (VI) llega a inducir cancer,
reconocen como una posibilidad, la inestabilidad cromosdémica que éste genera,

particularmente, induciendo fenotipos tetraploides. Asimismo, indican que el Cr (VI)
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puede inducir la formacion de tumores en aquellos sitios, donde se impactan y
persisten sus particulas. Estos investigadores también encontraron que
dependiendo de la concentracion asi como el tiempo de exposicion, sera el nivel del
namero de células tetraploides (alteradas), mismas que seguiran desarrollandose
hasta formar las masas tumorales. Precisando ademas que, cuando las células son
sometidas repetidamente a concentraciones de exposicion cronica al Cr (VI) soluble,
aparece un incremento importante tanto en el nimero de procesos mitéticos
aberrantes, es decir el efecto carcinogénico esta relacionado con alteracion del ADN
intracelular, de manera que primero se provocan lesiones que modifican la
conformacion de las bases de guanina, afectando la replicacion del ADN

aumentando el riesgo de mutaciones.

2.9 EFECTOS TOXICOS GENERALES DEL CROMO SOBRE LA SALUD
HUMANA

Como se ha mencionado el Cr (lll) es un elemento esencial que es requerido
tanto en plantas como animales, ya que tiene una funcién preponderante en el
metabolismo de la insulina como factor de tolerancia a la glucosa (FTG). Su déficit
genera un deterioro del metabolismo de la glucosa por la mala eficiencia de la

insulina (Figura 4) (Alvarado, et al., 2002). Dichos requerimientos diarios varian de
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1. La insulina se une a su receptor y lo activa.

2. La activacion del receptor de insulina estimula la entrada de cromo a la célula.

3. El cromo se une a un péptido conocido como Apo-LMWCr* (Apo-LC).

4. El péptido LMWCr (LC) funcional se une al receptor de insulina y aumenta su actividad.

*LMWCr = Sustancia de unién a cromo de bajo peso molecular (Low-molecular weight chromium-
binding substance)

llustracion 4. Mecanismo de acciéon del cromo sobre la actividad de la insulina (Vincent,
2000)
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Los efectos potenciales de este metal sobre la salud humana dependen de una
diversidad de factores, tales como la forma quimica en que se presente, la cantidad,
el tiempo y la forma de exposicion (ingestion, inhalacion o absorcion a través de la
piel). Las reacciones y la gravedad de sus efectos dependen en gran medida de
otros factores adicionales que también son determinantes tales como la edad, el
sexo, el peso corporal y el estado de salud del individuo (Gutiérrez & Miranda, 1994).
Se sabe que el cromo hexavalente es mucho mas toxico por inhalacion que por
ingestion (Costa & Klein, 2006). Otros problemas de salud que son causados por el
Cr (VI) son: 1. Erupciones cutaneas, 2. Malestar de estobmago y Ulceras, 3.
Problemas respiratorios con efectos leves de irritacibn en mucosas, hasta
afecciones mas severas como: dolor nasal, perforaciones y ulceracion del tabique
nasal etc. Ademas de dafio en los rifiones e higado, como consecuencia a

exposiciones prologadas.

2.10 LEGISLACION

La liberacion de Cr (VI) por su uso en actividades industriales y manejo
inadecuado de los residuos generados, ademas de los efectos adversos al medio
ambiente y a la salud demostrados por agencias ambientales, han dado lugar a su
clasificacion a nivel internacional como contaminante critico. Esta sustancia
oxidante se encuentra en las listas nacionales e internacionales de materiales de
alta toxicidad a los que se aplican rigurosos procedimientos de control. Sélo en
Estados Unidos, el Cr VI esta regulado como sustancia peligrosa, siendo un metal
toxico en aire, suelo y agua segun la ley sobre contaminacion acuética (EPA, 2015).
Por lo que el limite maximo permisible de cromo contenido en descargas de aguas
residuales es de 0.5 mg/L de acuerdo con la EPA, (2004) y ESHO, (2008). En el
caso de afectaciones humanas, la FDA (2015) indica que la concentracion de cromo

en el agua embotellada para consumo humano no debera exceder 0.1 mg/L.

En relacion a la normatividad de nuestro pais, hemos encontrado algunos datos

relevantes:

1.- Son muchas las empresas oficialmente registradas que se dedican al uso y
explotacion del cromo (Tabla 3) por lo que, en términos de seguridad y salud, los
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compuestos de Cr*® deben ser regulados con mayor exigencia en funcién de la
concentracion, caracteristicas de la actividad y tiempo de exposicion, asi como
condiciones de manejo especiales (NOM-001-ECOL-1996).

Tabla 3. Industrias en México destinadas al uso y explotacién del cromo y sus derivados
(Rangel & Maldonado, 2014).

Industria Compuestos cominmente utilizados Ndmero de
empresas en
México
Fabricacion de pigmentos y Cromato de plomo (amarillo, cromo | 339
pinturas verde, naranja de molibdeno),

cromato de zinc, cromato de bario,
cromato de calcio, dicromato de

potasio, cromato de sodio

Cromadoras Triéxido de cromo (&cido crémico), | 612
cromato de zinc, cromato de bario,
cromato de calcio, dicromato de

calcio y cromato de estroncio

Soldadoras de acero Se generan vapores de Cr (VI) | ND

o cuando el acero es fundido, soldado

inoxidable o cortado con plasma.

Fabricacion de cemento Derivado de impurezas dentro de su | 5,944
fabricacion

y productos de concreto

Fabricacion de Dicromato de amonio, cromato de | 62

. . potasio, cromato de sodio
Pigmentos textiles

Tratamiento de la Triéxido de cromo 12
Madera

Curtido y acabado de piel Dicromato de amonio 945
Mineria de cobre, Dicromato de sodio 34
plomo y zinc

Totales 7,336
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2.- México junto con otros paises como Canad4, Estados Unidos, y China son
naciones que permiten cantidades minimas de emisiones de cromo hexavalente en
aguas; en contraste con Polonia, cuyo pais es mas flexible en cuanto a la cantidad

de emisiones en agua por cromo.

Tabla 4. Limites maximos permisibles de exposicion de Cr * en diversos paises
(Department of Health and Human Services, 2013).

Compuestos que originan Cr *¢ en agua (ug/m?)

Pais Insolubles Solubles
Japén 10 10
Suiza 20 20
Holanda 10 25
Canada, China, México, EUA 10 50
Australia, Reino Unido, Irlanda 50 50
Polonia 100 100

Continuando especificamente en nuestro pais, la presencia de cromo
hexavalente en suelos es regulada por la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 la cual
considera como limite 280 mg/kg en suelos agricolas y de 510 mg/kg para suelos

de uso industrial.

Por otra parte en lo que respecta a aguas residuales, la Norma Oficial Mexicana
NOM-001-ECOL-1996, establece los limites maximos permisibles de contaminantes
en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales, considera al
cromo como uno de los metales que en concentraciones por encima de
determinados limites, puede producir efectos en la salud humana, flora y fauna. Los

limites maximos permisibles para el cromo se resaltan en la siguiente tabla:
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Tabla 5. Limites maximos permisibles para cromo total en cuerpos de aguas mexicanas.

Limites maximos permisibles para cromo total (mg/L)
Rios Aguas Costeras Suelos
Uso en Uso pubico | Proteccion | Explotacion | Recreacion | Estuarios Uso en riego | Humedales
riego urbano de vida pesquera, (B) (B) agricola Naturales
agricola (B) acuatica navegacion (A) (B)
(A) © y otros
usos
(A)
PM|PD|PM|PD |PM|PD |PM|PD|PM|PD|PM |PD P.M | PD P.M P.D
1.0 15 | 05 1.0 0.5 1.0 0.5 1.0 1.0 15 0.5 1.0 0.5 1.0 0.5 1.0

P.D = Promedio Diario.
P.M = Promedio Mensual.

(A), (B) y (C): Tipo de cuerpo receptor
segun la Ley Federal de derechos.

2.11 LA INVESTIGACION ECOTOXICOLOGICA: BIOENSAYOS COMO
HERRAMIENTA

Los ecosistemas acuaticos son los ambientes que mas estan siendo afectados
al ir incrementandose drasticamente su contaminacion, debido a que son utilizados
como vertederos de todas las descargas de desechos industriales y residuos

resultantes de un sin nimero de actividades antropogénicas.

La gravedad de esos efectos dependera de diferentes causas, como la
naturaleza quimica del contaminante, sus propiedades fisicoquimicas, que incluyen
el caracter reactivo de dicha sustancia, su concentracion, biodisponibilidad, y su
persistencia debida a la frecuencia de sus emisiones (Beg, et al.,, 2001; Cortez,
2012).

Por esa razén, es necesario cuantificar el dafio causado empleando técnicas
adecuadas y precisas que permitan evaluar las condiciones en las que se

encuentran.

Actualmente se puede hacer uso de herramientas que se aplican en la

ecotoxicologia, mediante mediciones experimentales que en algunos casos nos
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permiten descubrir concentraciones muy bajas de contaminantes que son
potencialmente toxicas. Esta investigacion se basa principalmente en dos tipos de

monitoreo: ambiental y biolégico (Chapman, 2000).

El monitoreo ambiental, establece las formas mediante las cuales se liberan los
compuestos y su destino en el medio ambiente, detectando y cuantificando la
presencia de contaminantes en diferentes compartimentos (aire, agua, suelo y

sedimentos).

Y el monitoreo bioldgico evalla los efectos de los contaminantes sobre
individuos, poblaciones, comunidades y ecosistemas, mediante pruebas de

laboratorio o estudios de campo.

En las pruebas de laboratorio, se administra un compuesto a una especie
particular en condiciones controladas. Presenta la ventaja de simplificar el sistema,
y ser capaz de establecer mejor los efectos atribuibles a una sustancia, pero no
tiene en cuenta la interaccién con otros organismos y compuestos, asi como con
factores ambientales, lo que dificulta la extrapolacion. Suele realizarse sobre
fracciones subcelulares, cultivos celulares, tejidos u organismos aislados para medir

efectos sobre la viabilidad o la reproduccion celular (Chapman, 2000).

Los estudios de campo sin embargo evaltan los impactos de los contaminantes
sobre los organismos que representan distintos niveles troficos, bajo las condiciones
reales. Considerando por tanto el efecto de todas las sustancias presentes y sus
interacciones (adicién, sinergia o antagonismo) y los efectos sobre factores
climaticos (temperatura, pH, humedad, salinidad, radiacién, etc.). Estos estudios
miden variaciones que se salen de la normalidad, ademas evallan situaciones como
reduccion de la productividad, reduccién de la generacién de biomasa, disminucion
del nimero y la distribucion de especies, cambios en la estructura tréfica (Chapman,
2002).

Estas herramientas que emplea el monitoreo biolégico por medio de pruebas de

laboratorio son los bioensayos, basicamente consisten en la exposiciéon de
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diferentes grupos y cantidades de organismos a determinadas concentraciones de
un téxico por cierto periodo de tiempo (Velandia & Motafiez, 2010).

Por lo tanto, los bioensayos también llamados pruebas de toxicidad son
consideradas de gran utilidad ya que nos ayudan a lograr un diagnéstico adecuado
para determinar el efecto y evaluar la toxicidad quimica de los desechos industriales

que afecten la vida de diferentes grupos de seres vivos (Ortuiio, et al., 2009).

Estas pruebas permiten calcular efectos que pueden ser tanto de inhibicion como
de magnificacion, evaluados por la reaccion de los organismos, tales como muerte,
crecimiento, proliferacion, multiplicacion, cambios morfologicos, fisiolégicos o
histoldgicos, también inmovilidad, alteraciones de comportamiento, etc. Lo que
permite realizar mediante un analisis estadistico la determinacion de la denominada
concentracion letal media (CLso 0 LCso en inglés), que es la concentracion letal
para el 50% de los organismos expuestos, cuando menor sea este valor, mas
elevada seré la toxicidad de dicha sustancia y de esa manera se puede establecer
la peligrosidad de cualquier toxico al ser vertido al ambiente acuatico (Ortufio, et al.,
2009; Cortez, 2012).

Ademas los bioensayos tienen la ventaja de poder identificar los efectos
sinérgicos y antagonicos causados sobre organismos representativos de aguas
receptoras imposibles de ser detectados por los métodos analiticos convencionales
(lannacone, et al., 1998; Alayo & lannacone, 2002). Estos ensayos han sido
recomendados por la Environmental Protection Agency (EPA) como un
complemento ideal de las técnicas analiticas empleadas en la evaluacién ambiental.
En los bioensayos son comunmente usados miembros de la red tréfica acuatica,
como peces, artrépodos (ldoniboye, 1997) y microalgas (lannacone & Gutiérrez,
1999).

Los resultados del bioensayo establecen concentraciones seguras que permitiran
mantener protegido a todo el ecosistema, pero se debe de considerar que diferentes
especies muestran distinta sensibilidad a diferentes contaminantes (Diaz & Bustos,
2004; Cortez, 2012).
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Para que los bioensayos se puedan elegir y aplicar de manera adecuada deben
de reunir las siguientes caracteristicas de acuerdo a los autores Ramirez &

Mendoza (2008), la informacion se muestra a continuacion en la siguiente tabla:

Tabla 6. Criterios para la seleccién de bioensayos en el laboratorio para la evaluacion
toxicoldgica de sustancias quimicas (Ramirez & Mendoza, 2008).

v' Bajo costo.

Materiales y reactivos disponibles en la zona.
Tiempo maximo de desarrollo, 5 dias.
Procedimiento de prueba simple.

Facilidad en la evaluaciéon de la respuesta a medir.

AN ENEENEE NN

Condiciones presentes en el ecosistema de la zona a evaluar

Factibilidad (salinidad, temperatura, dureza etc.).

de la prueba

\

Concentraciones quimicas reales que se presenten en el
ecosistema.

Técnicamente seguros y no contaminantes.
Posibilidad de ser estandarizados.
Buena precision y exactitud analiticas.

Aplicacion universal (usos, ventajas y limitaciones).

AN N N

Significado ecolégico de los resultados.

Cabe destacar que el potencial nocivo de cualquier sustancia téxica puede ser
contrarrestado por el sistema bioldgico de cualquier ser vivo a través de diferentes
estrategias, tales como reacciones metabdlicas de detoxificacion, excrecion de
toxicos etc. Por lo tanto la toxicidad aparente evaluada mediante un bioensayo es
el resultado de la interaccion entre la sustancia y el sistema bioldgico del ser vivo
estudiado (Castillo, 2004).

2.12 BIOINDICADORES

Como se ha referido en el apartado anterior para llevar acabo los ensayos de
toxicidad y evaluar los efectos toxicos de las sustancias contaminantes, se efectiuan
dichas pruebas bajo la exposicion controlada de organismos que han sido

previamente seleccionados y que ademas son representativos de las zonas de

MONICA RUIZ HERNANDEZ 23




Efecto toxico agudo del cromo hexavalente ante variaciones de pH, sobre zooplancton
marino (Artemia franciscana) 2016

estudio (Dorn, et al., 1987; Chapman, 2000; Cortez, 2012). Dichos organismos son
llamados bioindicadores o indicadores toxicolégicos, estos poseen requerimientos
particulares con relacién a uno o a un conjunto de variables fisicas o quimicas, tal
gue los cambios de presencia/ausencia, numero, morfologia o de conducta de esa
especie en particular, indiquen que las variables fisico-quimicas consideradas, se
encuentran cerca de sus limites de tolerancia (Rosemberg & Resh, 1993) y mientras
mas estrechos sean estos limites mayor sera su utilidad como indicador biolégico
(Cortez, 2012). Es decir, que un bioindicador es aquel cuyas respuestas biolégicas
son observadas frente a una perturbacion ecoldgica y estadn referidos como
organismos o sistemas bioldgicos que sirven para evaluar variaciones en la calidad
ambiental (Gamboa, et al., 2008).

Es relevante mencionar que no existe ningln organismo o biocenosis que pueda
ser usado para evaluar todos los efectos posibles sobre el ecosistema bajo
condiciones abidticas y bioticas presentes. En la practica solamente unas pocas
especies (especies modelos), que representen funciones ecoldgicas relevantes,

pueden ser ensayadas (Ortufio, et al., 2009).

De manera general, las caracteristicas ideales que deben poseer son las
siguientes: ser especies importantes desde el punto de vista recreacional,
econOmicas y ecoldgicas; especificos, abundantes, de gran sensibilidad, faciles y
rapidos de identificar, con ciclo de vida corto y con un amplio conocimiento sobre su

biologia que permita su manejo en el laboratorio.

En este caso un conocimiento detallado de los organismos a nivel individual es
fundamental, es decir, a nivel de género y especie si se quiere que su diagnostico
sea lo mas exacto posible (Roldan, 1999). De tal forma que permitan la comparacion

antes y posteriormente de una alteracion en su ambiente.

A nivel mundial tenemos gran biodiversidad de ecosistemas naturales,
complejos, multivariados y, simultaneamente estan expuestos a una gran pluralidad
de estresores con efectos acumulativos, por lo que existe la propuesta de usar

diferentes grupos de organismos como bioindicadores que sean capaces de medir
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y cuantificar la magnitud del estrés del habitat y del grado de la respuesta ecoldgica
a la que estan siendo sometidos. Y su empleo sobre ecosistemas acuaticos en
diversos paises no solo esta enfocado a medir la salud de dicho ecosistema, si no

también valora el impacto potencial al ambito humano (De la Lanza, et al., 2000).

Sin embargo, otras opciones de prueba enfrentan varias dificultades; la principal
de ellas es la carencia de informacion biolégica que permita comprender los
mecanismos de reaccion para interpretar de forma apropiada las respuestas de
intoxicacion, que por consecuencia dificulta la obtencién de lotes confiables de
individuos para ser usados en ensayos, también falta de coherencia y solidez en los
resultados y déficit de conocimiento de los intervalos normales de respuesta a fin
de determinar cuando se expresa un resultado veridico significativo (Arenzon, et al.,
2003). Por lo anterior surge la necesidad de buscar y proponer especies alternas
debidamente estudiadas, que proporcionen la informacion adecuada, comprensible
y con facilidad de poder extrapolar acorde a las condiciones ambientales acuaticas

de diferentes zonas geograficas mundiales (Kwok, et al., 2007).

Hay diferentes grupos de organismos bioindicadores, pero constantemente se
recurre a especies que pertenecen a las comunidades planctonicas de sistemas
acuaticos ya que estas estan constituidas por organismos con periodos de vida
cortos y muchos de ellos son facilmente manipulables. Ello ha permitido que la
formulacion, a partir de hipotesis experimentales basadas en interacciones
bioldgicas y/o fisicas, de modelos sobre la estructura de comunidades acuaticas sea

mas facil que en los sistemas terrestres.

El zooplancton acuatico estd compuesto por animales con altas tasas de
crecimiento, un rasgo que permite responder rapidamente a ambientes cambiantes.
Otra de sus caracteristicas es su capacidad para producir abundantes huevos de
resistencia que mantienen su viabilidad durante décadas o siglos (Hairston, 1996).
Por lo que el conocimiento sobre la toxicidad que puedan ejercer diferentes
sustancias a las especies pertenecientes a este grupo, permite predecir algunas de
las alteraciones en consumidores de niveles troficos superiores (peces, pajaros y
varios invertebrados e incluso en mamiferos) (Conde, et al., 2004).
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Uno de los organismos pertenecientes al primer nivel de la cadena trofica
(zooplancton) son las especies del genero Artemia ampliamente usadas como
modelo bioindicador (Crespo, 1999; Mechaly, et al., 2004).

2.13 CICLO DE VIDA DEL GENERO ARTEMIA

Este género responde a un crustaceo branquiopodo, anostraceo (Tabla 7),
también son llamados "monos de mar" o "brine shrimp" en inglés. Se caracterizan
por apéndices toracicos en forma de hoja (toracopodos), cada uno de los cuales
portador de una branquia, y por la ausencia de caparazon rigido contrariamente a
lo que suele ser comun en la mayoria de los crustaceos. Su cuerpo es blando, de
color café-marron claro por presentar beta-carotenos, aunque a la luz son

transparentes (Castello, 1993).

Tabla 7. Clasificacion taxonémica del genero Artemia (Rivera, 2013).

Phyllum | Artropoda

Clase Crustacea

Subclase | Branquiopoda

Orden Anostraca

Familia Artemiidae,
Grochowski, 1895

Genero Artemia Leach 1819

Su anatomia se divide en tres regiones principales: cabeza, térax y abdomen
(llustracion 5). En la primera region se destacan un par de antenas no articuladas
con actividad quimio-sensorial, dotadas de un comportamiento variable frente a la
luz, el cual se vincula a las necesidades de los primeros estadios larvarios,
probablemente en busca de temperaturas favorables y alimento que faciliten su

desarrollo en aguas superficiales (Valiela, 1995).
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llustracion 5. Caracteristica anatdmicas de Artemia (Rivera, 2013)

Estos microorganismos son de distribucion cosmopolita y estan representados

en todo el mundo por siete especies con distinto tipo de reproduccion: sexual y

partenogénesis (Sorgeloos, et al., 1986; FAO, 2015) (Tabla 8). Su origen puede ser

natural o por inoculacién artificial de quistes, siendo el principal mecanismo de

distribucién y colonizacion de nuevos habitats el transporte de quistes por aves

migratorias y el viento; aunque el hombre ha contribuido a la dispersion

introduciendo estos individuos en regiones fuera de su de entorno natural
(Vanhaecke & Sorgeloos, 1980; De los Rios & Zuiiiga, 2000).

Tabla 8. Especies que conforman el género Artemia (Abreu-Grobois & Beardmore, 1980;

FAO, 2015).

Tipo de reproduccién

Especie

Localizacion

Sexual

Artemia franciscana

Norte, Centro y Sur América

Artemia persimilis

Argentina

Artemia monica

lago Mono, California,
Estados Unidos de América

Artemia salina

Lymtong Inglaterra y éarea
Mediterrdnea.

Artemia tusiana

Europa

Artemia urmania.

Lago Urmia, Republica
Islamica de Iran y un sitio de
Crimea, Ucrania

Partenogenica

Artemia partenogenica

Europa y Asia.
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Artemia franciscana, es una especie originaria de América, vive principalmente
en zonas tropicales y subtropicales célidas (Triantaphyllidis & Sorgeloos 1998; De
los Rios, 2001). México se encuentra dominado por esta especie. Los trabajos
realizados con poblaciones de artemias mexicanas versan sobre caracteristicas
biométricas y reproductivas, siendo pocos los estudios toxicolégicos (Castro, et al.,
2010). Los autores Triantaphyllidis, et al. (1995) y Barata, et al. (1996) sefialan que
se prefiere cultivar A. franciscana, ya que ésta resiste mejor factores abioticos, en
comparacion a las especies partenogenicas, lo que ha sido demostrado
principalmente al observarse valores de sobrevivencia y fecundidad
significativamente altos. Ademas presenta mejor éxito colonizador si se introduce

en nuevos habitats, desplazando a la fauna nativa segan Williams & Geddes (1991).

La hipersalinidad severa y cambios en la temperatura de estos lugares imponen
otros tipos de estrés (Sorgeloos, et al., 1986). El ciclo de vida de Artemia refleja
soluciones de adaptacion a condiciones extremas; la produccion de embriones
enquistados o quistes de notable resistencia (llustracién 6), que permiten afrontar
severa deshidratacion, anoxia y la exposicion a los rayos UV (Gilchristh, 1954;
Civiera, 1993; Clegg & Gajardo, 2009; Cortez, 2012).

cAscara
del quiste

e e

embrioén

cuticula embrionaria
N> mambrana cuticular externa
\\corSOn

llustracion 6. Morfologia de quiste Artemia (Devull, 2014).

Estos quistes son metabdlicamente inactivos (estado de dipausa) (Van Stappen,
1996) y no se desarrollan mientras no se mantengan las condiciones Optimas de
vida adecuadas pudiendo permanecer de esta forma cinco afios o mas (Nunes, et
al., 2006). De lo contrario al estar hidratados con oxigenacion, luz, temperatura y pH

adecuado, retoman su metabolismo interrumpido y después de aproximadamente
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24 h, la membrana de eclosion es finalmente rota naciendo el nauplio (llustracién 7)
(primer estado larval) (Flores, 2010;Corréa & Penafort, 2011).

QUISTE DESHIDRATADO

%4 G \ QUISTE HIDRATADO
I~21$

O ROTURA
\‘ SALIDA DEL NAUPLIO
20y

-
COMIENZO DEL METABOLISMO \ & {/%&

24 HORAS

llustracion 7. Eclosion de quiste de Artemia (Neli, 2015).

Este primer estadio se caracteriza porque su aparato digestivo todavia no es
funcional permaneciendo aun cerrados boca y ano, por lo que no hay consumo de
alimento (Conte, et al., 1972; Sorgeloos, 1980).

Después de las 24 h de eclosién, estos organismos mudan al segundo estadio
larvario (Estado Il), el aparato digestivo ya puede funcionar, sin embargo pueden
sobrevivir aunque no sean alimentadas debido a que tienen reservas del saco
vitelino, esto es posible solo hasta las 96 h de vida. En los siguientes tres estadios
de metanauplios, cada uno con una muda, se presentan cambios importantes tanto
morfolégicos como funcionales; las antenas pierden su funcién locomotora y sufren
diferenciacion sexual. En el caso de los machos, se desarrollan pinzas curvadas en
forma de gancho que serviran para la copula en la reproducciéon de tipo sexual,
mientras las antenas de las hembras, degeneran en apéndices sensoriales ademas
pueden ser facilmente reconocidas por el saco de puesta que esta situado
inmediatamente detras del Ultimo par de toracOpodos (llustracion 8) (Martinez,
2010).
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Male _ Female

llustracion 8. Diferencias anatdmicas entre macho y hembra de Artemia (Aquatikos,
2013).

En condiciones adecuadas esta especie llega a su fase adulta en 20-30 dias de
vida y puede vivir varios meses, lograndose el desarrollo de todos los aparatos
(Scherehardt, 1987). Llegan a medir 1cm de longitud aproximadamente en las

poblaciones sexuales y hasta 2cm en las cepas partenogénicas (FAO, 2006).

En cuanto a la reproduccién sexual (llustracion 9), la precopula de los adultos se
inicia cuando el macho sujeta a la hembra entre el Utero y el ultimo par de
toracopodos, con sus antenas curvadas, se conoce como posicion de monta (“riding
position”) y asi la parte ventral del macho se dobla hacia delante y uno de los penes
es introducido en la abertura del utero fertilizando los huevos. En el caso de las
hembras partenogenéticas la fertilizacién no tiene lugar y el desarrollo embrionario

comienza tan pronto como los huevos han llegado al utero.
Y. 7

llustracion 9. Reproduccion sexual de Artemia (Kenyifish, 2015).

Los huevos fecundados se pueden desarrollar normalmente y expulsarse, o bien
en condiciones extremas de vida, las glandulas de la cascara, entran en actividad y
acumulan un producto de secrecion de color marrdn (hematina). Los embriones solo
se desarrollan hasta el estado de gastrula, momento en el cual son rodeados de
una gruesa cascara (segregada por las glandulas de la cascara), entrando en un
estado de latencia o parada reversible del metabolismo embrionario y siendo

liberados por la hembra. Flotan por las aguas superficiales y esperan a que
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nuevamente se presenten condiciones adecuadas para iniciar una vez mas el ciclo

(llustracion 10).

A R
ALgif oo
o9
[\ . . Hatching
Sa
=7 0. 0¢
A N Active
{ Y Adults young = ‘
Male
B
N Naupliar -
= Juveniles stages

llustracion 10. Ciclo de vida de Artemia (Jara, 2014).

2.14 Artemia franciscana: ORGANISMO DE PRUEBA

En la actualidad, es el microcrustdceo mas empleado en la acuicultura como
alimento vivo para larvas de muchos peces y crustaceos marinos en cultivo. La
importancia de su valor nutricional radica en que es fuente rica en nutrientes,
incluyendo amino&cidos esenciales y acidos grasos altamente insaturados de la
serie omega 3 que son esenciales en el desarrollo normal de los nervios y la vista

en estadios iniciales de larvas de peces marinos (Cisneros & Vinatea, 2009).

Artemia es hasta la fecha el Unico género animal en todo el mundo cuyo estado
criptobidtico (quistes) esta disponible comercialmente de manera continua
(Vanhaecke & Persoone, 1984). Por razones practicas, este tipo de especies son
mas adecuadas para el desarrollo de un bioensayo estandar. Ademas la
disponibilidad permanente de huevos (quistes) a partir de los cuales pueden ser
obtenidas las larvas ofrece las siguientes ventajas: No hay necesidad de mantener
una colonia viva permanentemente, las pruebas pueden realizarse donde y cuando
sea necesario y se dispone siempre de un namero suficiente de individuos de la

misma edad y condicion fisiolégica (Perez & Lazo, 2010).

MONICA RUIZ HERNANDEZ 31



Efecto toxico agudo del cromo hexavalente ante variaciones de pH, sobre zooplancton
marino (Artemia franciscana) | 2016

Permitiendo realizar los bioensayos de forma mas rapida (24 horas), barata y
sencilla. Se pueden utilizar facilmente un gran nimero de organismos para la
validacion estadistica, obteniendo resultados reproducibles y confiables, ademas no
necesita equipamiento especial y se emplean pequefas cantidades de muestras,
también al ser organismos no filtradores selectivos tienen la capacidad de
adaptacién a consumir diferentes nutrientes, lo que resulta idéneo cuando se
desean realizar estudios crénicos para analizar infinidad de contaminantes
(McLaughlin, et al., 1998).

En definitiva la investigacion en Artemia tiene un amplio espectro que va desde
la evaluacion de compuestos toxicos o esenciales en los quistes (Arencibia & Tizol,
1996 ; Rodriguez, 1998) hasta la exposicion toxica aguda a diversos productos
quimicos (Abdullah, 1997), la deteccion de toxicos en productos comestibles y
farmacéuticos, estudios de modelos de accion toxica de sustancias y de

transferencia téxica de contaminantes (Sorgeloos, et al., 1987).
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3. HIPOTESIS
La emision contindia de desechos quimicos vertidos como producto de diferentes
actividades industriales, entre los que se encuentra el dicromato de potasio, originan

en los efluentes un riesgo sobre el ecosistema acuatico, afectando al zooplancton.

4. JUSTIFICACION

El manejo del dicromato de potasio por diferentes sectores en la industria
ocasiona la generacion de grandes concentraciones residuales de esta sustancia,
los cuales son vertidos sin tratamiento al medio acuatico de forma constante,
provocando que se acumulen enormes cantidades de cromo, este metal ha atraido
amplio interés publico y de agencias regulatorias debido a la toxicidad que ejerce
sobre los ecosistemas, incluyendo microorganismos y animales, incluso incrementa
las posibilidades de la aparicion de una respuesta toxica en forma de
biomagnificacion. A pesar de estos severos problemas, los estudios realizados
anteriormente sobre la toxicidad del cromo son insuficientes, debido a que precisar
los limites del intervalo de concentraciones que producen efectos nocivos ante
condiciones ecoldgicas variables y diferentes caracteristicas quimicas del agua es
complicado. Uno de estos organismos reguladores es la EPA (Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos), quien integra a este metal como uno
de los principales contaminantes por sus caracteristicas de elevada toxicidad, alta
persistencia y rapida acumulacion por los organismos vivos, quien exhorta a que se
continden realizando mas investigaciones sobre distintos organismos, con el fin de
aportar mas informacién que contribuya al diagnéstico certero de los recursos

hidricos y por consiguiente facilite la toma de decisiones en proyectos posteriores.

La trascendencia que tiene la utilizacion de muchos organismos plancténicos
como bioindicadores en los estudios ecotoxicolégicos, como es el caso de Artemia
franciscana, permite extrapolar los impactos negativos de un considerable nimero
de xenobidticos, ya que estos funcionan como un enlace entre los productores
primarios y los niveles troficos superiores. Contar con este tipo de bioensayos
garantiza resultados confiables, viables y de bajo costo, ademas de permitir el

desarrollo de metodologias alternativas.
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5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la toxicidad a corto plazo 24 h'y 72 h del dicromato de potasio mediante
la exposicién a concentraciones graduales del compuesto oxidante sobre Artemia

franciscana perteneciente al zooplancton de ambiente marino.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
v Determinar la Concentracion Letal (LCso) del dicromato de potasio sobre el

50% de la poblacién de nauplios de 24 h'y 72 h de Artemia franciscana.

v' Establecer la maxima concentracion donde no se observa respuesta de
letalidad sobre Artemia franciscana (NOEC) en ambos estadios larvarios

como un indice de seguridad del compuesto.

v' Valorar el riesgo toxicolégico del dicromato de potasio sobre este

bioindicador ante la variacion de pH (4.5-8.0)

v Evaluar el balance de oxigeno expuesto a concentraciones sub letales del
dicromato de potasio basadas en la LCsor4), encontradas en Artemia

franciscana.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Agua marina sintética
Para la preparacion de agua marina sintética se utilizé sal marina de la marca
Sera premium, la cual esta libre de silicatos, fosfatos y nitratos, en una proporciéon

de 35 g/L de agua tridestilada y ajustando el pH a 8-8.6 (Diagrama 1).

- A o ) ( )
Dilucion en 1000 Medicion del pH'y
. L de ag ajuste con solucion
35 g de sal marina tridestilada. de HCI 0.1 M hasta
(SERA SALT) Obteniendo una un rango de pH 8-
solucion a 35 g/L de 8 6?8 4+0p2
salinidad R
S ) \_ J \. J

Diagrama 1. Procedimiento para la preparacion de agua marina sintética.

6.2 Material bioldgico

Los ensayos se realizaron con quistes (huevos) de Artemia franciscana de Salt
Creek (Salt creek, Inc), producto de E.U.A que garantizan un minimo de 260.000
huevos/g a partir de los quistes se obtuvieron poblaciones homogéneas de nauplios

(90% eclosion), con un tamafio de 500-525 pm.

Para la obtencion de nauplios se agregaron aproximadamente 0.1 g de quistes
de A. franciscana y se incubaron durante 24 hy 72 h en 150 mL de agua marina
sintética, manteniendo una oxigenacién constante y una temperatura de 28°C en

bafio térmico, aplicando iluminacion con una lampara de luz de 1000 lux.

Tabla 9. Parametros para una Optima eclosion de nauplios de A. franciscana.

PARAMETRO CONDICIONES
pH 8.4+0.2
SALINIDAD 35 g/L
TEMPERATURA 28°C
LUz 18.5-20pmol/m?s (1000 lux).
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6.3 Sustancia de ensayo

Se realiz6 la dilucién del dicromato de potasio en agua marina (Sera Premium,
Germany) para la obtencion de concentraciones crecientes, un primer rango de 15-
100 mg Lt y de 5-25 mg L para la determinacién de la letalidad de 24 hy 72 h
respectivamente del dicromato de potasio.

6.4 Determinacion de la toxicidad aguda del Dicromato de potasio en nauplios
de Artemia franciscana

La determinacion de la Concentracion Letal (LCso) sobre el 50% de la poblacion,
se bas6 en la metodologia descrita por Persoone, et al. (1989) y Sanchez-Fortun,
et al. (1994), que consiste en establecer la concentracion que causa la muerte del
50% de nauplios de 24 h de Artemia. Sobre placas de cultivo celular de 24 pocillos
(Sarstedt Inc., USA) se incluyeron 10 nauplios de 24 h de Artemia en cada pocillo,
éstos fueron expuestos a concentraciones crecientes de la sustancia estudio
(Dicromato de potasio) en un volumen total de 1 mL (1000 uL). Estableciendo un
control para cada concentracion, posteriormente se incubaron las placas a 28°C por
24 h en ambiente de oscuridad. Una vez trascurrido ese tiempo de exposicion, se
realiz la lectura de cada una de las placas sometidas al ensayo, concluyendo con
el conteo y registro del nimero de nauplios vivos y muertos de cada uno de los
pocillos de cada concentracion. La muerte de los nauplios se establecio por la falta
de movimientos de observacion directa a 2x durante 10 s bajo el estereoscopio (Carl
Zeiss Microscopy). El mismo procedimiento se siguié para determinar la LCso(72),
pero empleando nauplios de 72 h. En cada caso las repeticiones del bioensayo

fueron en namero total de ocho (n=8).

6.5 Valoracion del riesgo toxicolédgico del dicromato de potasio sobre Artemia
franciscana ante la variacion de pH.

Para llevar a cabo este bioensayo se requirié previamente de la realizacién de un
control para verificar el rango de pH donde el bioindicador se mantenia vivo,
estableciendo como minimo pH &cido viable 4.5. Posteriormente se procedio a la
preparacion de agua marina a diferentes valores de pH (4.5-8.0), en ella se diluyo

el dicromato de potasio respetando cada uno de los rangos de concentracion
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creciente para nauplios de 24 hy 72 h. Los bioensayos fueron repetidos ocho veces
para cada pH en cada uno de los estadios.

6.6 Determinacion del balance de Oz en concentraciones sub letales del
dicromato de potasio, sobre nauplios de Artemia franciscana.

El estudio de la inhibicion de la respiracion celular se realiz6 a través del sistema
Chlorolab 2 (Hansatech Instruments, Norfolk, England). La medicion de oxigeno en
fase liquida se basa en la aplicacion de una diferencia de voltaje; el platino que
constituye el catodo se polariza, el oxigeno se reduce debido a la electronegatividad
de la superficie del electrodo, formandose H202, generandose una tendencia a que
la polaridad disminuya debido a los electrones cedidos al oxigeno; el circuito se
cierra con KCI aportado en la membrana, y la plata del anodo se oxida generando
cloruro de plata. El oxigeno de la muestra corresponde al que se consume por la
reduccion del catodo.

7. ANALISIS ESTADISTICO.

Los valores de LCs0 24 h'y 72 h, asi como sus respectivos NOEC sobre Artemia
franciscana fueron obtenidos por regresion lineal de la relacion Concentracion-
Respuesta por analisis Probit (Finney, 1971). El ensayo de distribucion normal de
los datos se realiza a través de la prueba D’ Agostino y Pearson. Para determinar
las diferencias estadisticas de cada LCso de ambos estadios se realizd por medio
de una prueba T-student no pareada, posteriormente entre cada valor de las LCso
obtenidas ante la variacion de pH de 24 h'y 72 h se efectu6 la comparacion multiple
por ANOVA Test Tukey utilizando un intervalo de confianza de p<0.05.

Los calculos estadisticos fueron realizados por el paquete estadistico Graphpad
Prism v5.0 (Graph-Pad Software Inc., USA). Y finalmente para la cuantificacion del
oxigeno de la muestra en nmol O2/mL se utilizo el programa informético Oxigraph

Plus V. 1.01. Empleando una poblacién de 200 nauplios a un tiempo de 120 min.
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8. RESULTADOS
Se evalud la toxicidad aguda a 24 h'y 72 h de exposicion del dicromato de potasio

sobre nauplios de Artemia franciscana mediante la determinacion de la respuesta

de LCso de cada estadio, obteniendo los siguientes resultados:

8.1 LCso(24)
La respuesta de LCso a 24 h sobre nauplios de Artemia franciscana fue de 30.50

mg L2, y su respectivo 24 h-NOEC de 8.90 mg L.

Tabla 10. Valores de LCso4) del dicromato de potasio.

indices de
mg L (L.C. al 95%)

toxicidad

LCso@s) | 30.50 (24.30-36.60)

24 h-NOEC | 8.90 (5.01-12.70)

El grafico 1 correspondiente a la curva Concentracion-Respuesta a 24 h del
dicromato de potasio presentd un valor de r=0.98, lo que indica una correlacién

positiva, donde al incrementar la concentracion del cromo, aumenta el porcentaje

de letalidad.
100
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Gréfico 1. Curva Concentracion-Respuesta del dicromato de potasio a 24 h de
exposicion sobre A. franciscana.
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8.2 LCso(72)
La respuesta de la LCso a 72 h sobre nauplios de Artemia franciscana fue de 16.5

mg Ly su NOEC de 5.8 mg L, ambos valores son menores al comparar con los
resultados a 24 h, indicando que se requiere por lo menos la mitad de la

concentracion requerida a la letalidad a las 24 h.

La tabla 11 muestra los valores ya mencionados, con sus respectivos limites de

confianza al 95%.

Tabla 11. Valores de LCsq72) del dicromato de potasio.

indices de

o mg L (L.C. al 95%)
toxicidad
LCso(72) 16.50 (9.90-68.23)
72 h-NOEC 5.80 (0.15-9.70)

De igual forma en el grafico 2, se puede apreciar que es necesaria una
concentracion menor para causar tal efecto, lo cual nos indica que en esta etapa

naupliar el bioindicador es mucho méas sensible a los efectos del dicromato de

potasio que a 24 h.

100 r=0.96
oy
g 50-
=
0 [ [ T T
o6 08 10 12 14
Log[]mg L™’

Gréfico 2. Curva Concentracion-Respuesta del dicromato de potasio a 72 h
de exposicion sobre A. franciscana.
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8.2.1 Comparacion de LCso de 24 h'y 72 h del dicromato de potasio sobre A.
franciscana.

Las LCso de ambos estadios larvarios evidencian en la prueba T-student no
pareada (Tabla 12) que no existen diferencias estadisticamente significativas (P <
0.05). Sin embargo, experimentalmente la fase de 72 h es ligeramente més sensible
ya que se requiere una concentracibn menor de esta sustancia oxidante en

comparacion con el ensayo a 24 h para causar tal respuesta (Grafico 3).

Tabla 12. Resultados de la prueba T-student de LCsoea) VS LCso72)

Table Analyzed

Column A Cr24h
Vs Vs
Column B Cr72h
Unpaired t test
P value 0,2627
P value summary Ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=1.205 df=8

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B

63.57 + 14.30 N=5
38.80 + 14.77 N=5

Difference between means 24.77 £ 20.56
95% confidence interval -22.64 10 72.17
R squared 0,1536
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.067,4, 4
P value 0,9511
P value summary Ns
Are variances significantly different? No

T-test

1004 p<0.05; 0.26, ns

2
ET’
3 504
o\
—— Cr*®%72nh
—¥— Cr*%24n
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Grafico 3. Comparacion de curvas Concentracion-Respuestaa24 hy 72 h
del dicromato de potasio.
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8.3 Variacion de la toxicidad del Dicromato de potasio por cambios en pH a
24 h

8.3.1pHA4.5
En la Tabla 13 podemos observar el valor obtenido para la LCso a 24 h del

dicromato de potasio a pH 4.5, en este resultado se aprecia que experimentalmente
existe una ligera diferencia en cuanto al obtenido al pH control de 8 (30.50 mg L™1).

La NOEC disminuyé a 8.81 mg L™, sin presentar efectos observables de mortalidad.

Tabla 13. indices de toxicidad a 24 h de exposicion del dicromato de potasio a pH 4.5

indices de Valores en mg L
toxicidad (L.C. al 95%)

24 h-NOEC 8.81 (6.93-10.52)

L Csoa) 22.60 (20.37-24.83)
24 h-LOEC 8.97 (7.10-10.72)

r 0.99

En el grafico 4 la curva correspondiente para la LCso(24) del dicromato de potasio
a pH 4.5 presenta un valor del coeficiente de correlacién lineal de 0.99, la
dependencia se hace casi total en las dos variables ya que cuando la concentracién
del cromo aumenta, el porcentaje de letalidad también lo hace en forma
proporcional.

100- r=0.99
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Gréfico 4.Curva Concentracion-Respuesta a 24 h de exposicion
del dicromato de potasio a pH de 4.5
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8.3.2pH5.0
La respuesta de la LCso24) obtenida a pH 5 (Tabla 14), que en contraste con el

resultado del pH anterior mas acido, muestra un valor aumentado. Se requiere una
concentracion levemente mas alta para ejercer los efectos letales sobre nauplios de

A. franciscana.

Tabla 14. indices de toxicidad a 24 h de exposicion del dicromato de potasio a pH 5

Valores en mg L
(L.C. al 95%)

indices de toxicidad

24 h-NOEC 8.88 (7.20-10.45)

L Csoa) 23.12 (21.10-25.20)
24 h-LOEC 9.05 (7.33-10.62)

r 0.99

El grafico 5 nos determina que la curva Concentracién-Respuesta tras 24 h de
exposicion al dicromato potasio con un pH de 5 presenta alto valor del coeficiente
de correlacion lineal (r=0.99) por lo cual existe una relacién directa entre estas dos

variables.

% Letalidad

T
1.0 1.5 2.0
Log[Img L™

Gréfico 5. Curva Concentracion-Respuesta a 24 h de exposicion del dicromato de
potasio a pH 5
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8.3.3pH5.5
La LCso(24) obtenida de este compuesto oxidante a pH de 5.5, fue un valor similar

al obtenido en los bioensayos a pH control (8) de este mismo estadio larvario,
evidenciando con los resultados anteriores, que a pH mas acidos el dicromato de

potasio se comporta ligeramente mas toxico.

Tabla 15. indices de toxicidad a 24 h de exposicion del dicromato de potasio a pH 5.5

indices de Valores en mg L*
toxicidad (L.C. al 95%)

24 h-NOEC 9.60 (5.64-13.40)
LCso(24) 31.04 (25.00-37.00)
24 h-LOEC 9.80 (5.81-13.65)

r 0.98

En el grafico 6 se aprecia la curva Concentracion-Respuesta a 24 h del dicromato
de potasio donde el 99% de los datos obtenidos a este valor de pH corresponden a
una relacion directa mostrando incremento de letalidad en conjunto con el aumento
de las concentraciones ensayadas con un valor del coeficiente de correlacién lineal

(r=0.98).
100 r=0.98

% Letalidad
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Gréfico 6. Curva Concentracion-Respuesta a 24 h de exposicion del dicromato
de potasio a pH 5.5
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8.3.4pH®6.0
El dltimo pH evaluado a 24 h fue de 6, la respuesta de LC so4) fue semejante

respecto al control durante un mismo tiempo de exposicion, o que sugiere que a

valores de pH 6ptimos para A. franciscana el dicromato de potasio genera un menor

riesgo comparado a pH acidos.

Tabla 16. indices de toxicidad a 24 h de exposicién del dicromato de potasio a pH 6.

Valores en mg L

indices de toxicidad
(L.C. al 95%)

24 h-NOEC 9.22 (4.84-13.50)

L Cso(24) 32.96 (25.88-40.20)
24 h-LOEC 9.46 (5.02-13.77)

r 0.97

El grafico 7 en la curva Concentracion-Respuesta a 24 h del dicromato de potasio
a pH 6, muestra un valor del coeficiente correlacién r=0.97, indicando la relacion

positiva entre la concentracién del toxico y el porcentaje de mortalidad.

100
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Gréfico 7. Curva Concentracion-Respuesta a 24 h de exposicion del dicromato de
potasio a pH 6.
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8.4 Estudio de la LCso a 72 h con diferentes pH

8.4.1pHA4.5
En esta etapa se determinaron los mismos parametros para cada pH. En el caso

del pH 4.5 se obtuvo una LC so72) de 12.33 mg L y su respectivo NOEC de 4.60
mg Ly un LOEC de 4.70 mg L%, este Gltimo indice indica la concentracion mas
baja del téxico de las empleadas en el bioensayo que causa una respuesta de

mortalidad en la poblacion estudiada (Tabla 17).

Tabla 17. indices de toxicidad a 72 h de exposicion del dicromato de potasio a pH 4.5

Valores en mg L
(L.C. al 95%)

indices de toxicidad

72 h-NOEC 4.60 (2.64-6.25)
LCsor2) 12.33 (10.02-14.93)
72 h-LOEC 4.70 (2.71-6.35)

r 0.96

En el grafico 8 se puede observar la curva Concentracion-Respuesta del
dicromato de potasio a 72 h de exposicion sobre nauplios de A. franciscana a pH
4.5. El coeficiente de correlacién indica (r= 0.96) que a un pH acido se requiere una

concentracion menor para establecer tal efecto.

100 <%

% Letalidad
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Gréfico 8. Curva concentracion-Respuesta a 72 h de exposicion del dicromato
de potasio a pH 4.5
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8.42pH5.0
A pH 5 se obtuvo una respuesta de LC so(72) (Tabla 18), similar al pH anterior, sin

embargo en comparacion con el obtenido en el pH control (LCs072=16.50 mg L)
se observa una disminucion, requiriéendose una concentracion menor para producir
la respuesta. Lo mismo sucede con los vales de NOEC y LOEC, los cuales sufrieron
cambios muy ligeros, con respecto al pH de 4.5 en el mismo tiempo de exposicion.

Tabla 18. indices de toxicidad a 72 h de exposicién del dicromato de potasio a pH 5.

Valores en mg L

indices de toxicidad

(L.C. al 95%)

72 h-NOEC 4.55 (3.15-5.77)
LCso72) 12.10 (10.42-13.86)
72 h-LOEC 4.64 (3.23-5.87)

r

0.98

El grafico 9 muestra la curva resultado del aumento de la respuesta dependiente

de la concentracién obtenida por analisis Probit, a 72 h de exposicién del toxico a

pH 5.0
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Grafico 9. Curva Concentracion-Respuesta a 72 h de exposicion del
dicromato de potasio a pH 5.

8.4.3pH>5.5
Continuando con la respuesta a pH de 5.5 (Tabla 19) se obtuvo un resultado para

la LCso(72) de 13.30 mg L. El indice de toxicidad NOEC sefiala que a 4.84 mg L*
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se da la concentracion mas alta del toxico, de las empleadas en este bioensayo que

no causa un efecto observable (en este caso letalidad).

Tabla 19. indices de toxicidad a 72 h de exposicion del dicromato de potasio a pH 5.5

Valores en mg L™

indices de toxicidad
(L.C. al 95%)

72 h-NOEC 4.84 (2.46-6.75)
LCsor2) 13.30 (10.54-16.40)
72 h-LOEC 4.94 (2.54-6.86)

r

0.95

En el grafico 10 se aprecia la pendiente que corresponde a este pH y tiempo de
exposicion, como resultado del aumento de la respuesta dependiente de la

concentracion obteniendo un valor del coeficiente de correlacion r=0.95.
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Gréfico 10. Curva Concentracion-Respuesta a 72 h de exposicion del dicromato
de potasio a pH 5.5

8.4.4pH6.0
Finalmente con el valor de pH 6 ensayado se obtuvieron los siguientes resultados

gue podemos apreciar en la tabla 20 para la CL so72), NOEC y LOEC. En el gréafico

11 se muestra la curva Concentracién-Respuesta correspondiente para este pH,

con un coeficiente de correlacién r= 0.92
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Si contrastamos los valores obtenidos para cada indice de toxicidad con el
resultado anterior, las diferencias son minimas, aunque si observa que a valores de

pH mas acidos se requiere una concentracion menor del dicromato de potasio para
causar letalidad.

Tabla 20. indices de toxicidad a 72 h de exposicion del dicromato de potasio a pH 6.

. o Valores en mg L
Indices de toxicidad
(L.C. al 95%)
72 h-NOEC 5.03 (1.60-7.61)
LCso(72) 13.30 (9.40-19.14)
72 h-LOEC 5.13 (1.65-7.72)
r 0.92
r=0.92
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Gréfico 11. Curva Concentracion-Respuesta a 72 h de exposicion del dicromato
de potasio a pH 6
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8.5 COMPARACION 24 h Y 72 h CON RESPECTO A LA VARIACION DE pH
85.124h

Después de haber obtenido la LCso en cada pH, se efectud la comparacion de
este pardmetro con los resultados a pH control, en el estadio de 24 h.

En el siguiente grafico se observa que el dicromato de potasio a pH de 4.5 ejerce
mayor respuesta toxica a concentraciones menores, aunque ciertamente para
establecer diferencias con el resto de los valores de pH ensayados, son necesarias

concentraciones similares para realizar efectos letales.

pH4.5
pH5.0
pH5.5
pH6.0

CpH8.0

One-Way ANOVA to 24h

1101

100+

50+

%L etalidad

10 20 30 40 50 15 25 50 75 100

ns, p <0.05; 0.99
[l,mgL? P

Gréfico 12. Comparacion de las LCsp obtenidas a pH control y ante la variacion de pH
a 24 h de exposicion del dicromato de potasio.

Para establecer diferencias estadisticas se realiz0 un analisis de varianza
(ANOVA) de un factor, el cual muestra como resultados que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las LCso del pH control y las obtenidas ante una
variacion de pH como se muestra en la Tabla 21 (p<0.05; 0.99), lo que significa que
son concentraciones similares del dicromato de potasio las que se necesitan para
causar tal efecto. Sin embargo, experimentalmente si se aprecia que a pH bajos
esta sustancia requiere una concentracion menor para causar letalidad, aunque la
disminucién tampoco es tan notable.
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Tabla 21. Resultados ANOVA de la comparacion de las LCso obtenidas a pH control y

ante la variacion de pH a 24 h.

Table Analyzed CpH24h

One-way analysis of variance

P value 0,9944

P value summary Ns

Are means signif. different? (P < 0.05) No

Number of groups 5

F 0,05262

R squared 0,01041

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 0,03826

P value 0,9998

P value summary Ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 226,1 4 56,53
Residual (within columns) 21490 20 1074
Total 21710 24

Asi mismo se efectuaron comparaciones mudltiples, la

primera de cada pH

ensayado por medio de un Test de Tukey (Tabla 22), y la segunda de cada pH

ensayado pero Unicamente con el pH control por medio de Test de Dunnett (Tabla

23) y ambas indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (P <

0.05).
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Tabla 22. Resultados de Test Tukey del dicromato de potasio ante variacion de pH a 24 h.

Tukey's Multiple Mean Q | Significant? P < | Summary | 95% CI of diff
Comparison Test Diff. 0.05?

pH 4.5 vs pH 5.0 1,308 | 0,08926 No ns | -60.73 t0 63.34
pH 4.5 vs pH 5.5 -5,980 0,4080 No ns | -68.01 to 56.05
pH 4.5 vs pH 6.0 -2,582 0,1761 No ns | -64.62 to 59.45
pH 4.5 vs pH 8.0 -6,032 0,4115 No ns | -68.07 to 56.00
pH 5.0 vs pH 5.5 -7,288 0,4972 No ns | -69.32 to 54.75
pH 5.0 vs pH 6.0 -3,890 0,2654 No ns | -65.92 to 58.14
pH 5.0 vs pH 8.0 -7,340 0,5008 No ns | -69.37 to 54.69
pH 5.5 vs pH 6.0 3,398 0,2318 No ns | -58.64 to 65.43
pH 5.5 vs pH 8.0 -0,05200 | 0,003548 No ns | -62.09 to 61.98
pH 6.0 vs pH 8.0 -3,450 0,2354 No ns | -65.48 to 58.58

Tabla 23. Resultados de Test de Dunnett del dicromato de potasio con respecto al pH
control a 24 h.

Dunnett's Multiple Mean Q | Significant? P < | Summary | 95% CI of diff

Comparison Test Diff. 0.057?

pH 8.0 vs pH 4.5 6,032 0,2910 No ns | -48.93 to 60.99

pH 8.0 vs pH 5.0 7,340 0,3541 No ns | -47.62 to 62.30

pH 8.0 vs pH 5.5 0,05200 | 0,002509 No ns | -54.91 to 55.01

pH 8.0 vs pH 6.0 3,450 0,1664 No ns | -51.51 to 58.41
8.5.272h

En cuanto a la fase de 72 h, se aprecia en el grafico 13 que en los pH mas &cidos
(4.5 y 5.0) hay mayor letalidad, la cual va incrementandose de forma gradual hasta
llegar a las concentraciones maximas ensayadas, lo que significa que el dicromato
de potasio muestra mayor toxicidad en un ambiente acido, debido a que se produce

cromo hexavalente.
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One-Way ANOVA to 72h
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Gréfico 13. Comparacion de las LCso obtenidas a pH control y ante la variacion de pH
a 72 h de exposicion del dicromato de potasio.

A si mismo después de llevar acabo el andlisis correspondiente, los resultados
obtenidos sefialan que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
las LCso del pH control y las obtenidas ante una variacion de pH, es decir que son
concentraciones semejantes del dicromato de potasio que se requieren para causar
respuesta. Sin embargo, experimentalmente es evidente que a valores de pH mas
acidos esta sustancia necesita una concentracion menor para producir efecto,

ademas que esta etapa naupliar de Artemia franciscana se evidencia una mayor
sensibilidad.
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Tabla 24. Resultados ANOVA de la comparacién de las LCso obtenidas a pH control y

ante la variacion de pH a 72 h.

Table Analyzed CpH72h

One-way analysis of variance

P value 0,9545

P value summary Ns

Are means signif. different? (P < 0.05) No

Number of groups 5

F 0,1633

R squared 0,03163

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 0,01251

P value 1,0000

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS Df MS
Treatment (between columns) 709,5 4 177.,4
Residual (within columns) 21720 20 1086
Total 22430 24

Con respecto a los resultados obtenidos en las comparaciones multiples, primero

de cada pH ensayado por medio de un Test de Tukey (Tabla 25) y después de cada

pH contra el pH control por medio del Test de Dunnett (Tabla 26) ambos analisis

indican que no existen diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) .

Tabla 25. Resultados de Test Tukey del dicromato de potasio ante variacion de pH a 72 h

de exposicion.

Tukey's Multiple Mean Q| Significant? P | Summary 95% CI of diff
Comparison Test Diff. < 0.05?

pH 4.5 vs pH 5.0 -1,041 | 0,07063 No Ns | -63.41t061.33
pH 4.5 vs pH 5.5 3,863 0,2621 No Ns | -58.511t0 66.24
pH 4.5 vs pH 6.0 3,917 0,2658 No Ns | -58.46to 66.29
pH 4.5 vs pH 8.0 14,03 0,9518 No Ns | -48.341t076.40
pH 5.0 vs pH 5.5 4,904 0,3327 No Ns | -57.471t067.28
pH 5.0 vs pH 6.0 4,958 0,3364 No Ns | -57.421067.33
pH 5.0 vs pH 8.0 15,07 1,022 No Ns | -47.30to 77.44
pH 5.5 vs pH 6.0 0,05440 | 0,003691 No Ns | -62.321062.43
pH 5.5 vs pH 8.0 10,17 0,6897 No Ns | -52.21t072.54
pH 6.0 vs pH 8.0 10,11 0,6860 No Ns | -52.26t0 72.48
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Tabla 26. Resultados de Test de Dunnett del dicromato de potasio con respecto al pH
control a 72 h de exposicion.

Dunnett's Multiple Mean Diff. Q | Significant? P | Summary | 95% CI of diff
Comparison Test < 0.05?
pH 8.0 vs pH 4.5 -14,03 | 0,6730 No ns | -69.29to0 41.23
pH 8.0 vs pH 5.0 -15,07 | 0,7230 No ns | -70.33t0 40.19
pH 8.0 vs pH 5.5 -10,17 | 0,4877 No ns | -65.42 to 45.09
pH 8.0 vs pH 6.0 -10,11 | 0,4851 No ns | -65.37 to 45.15

8.6 Cinética del balance de O2 en A. franciscana

En el grafico 14 se demuestra la disminucion del balance de oxigeno a un valor

de ~60% a través de una concentracion sub letal a partir de la LCso(24) Obtenida en

otros ensayos de 20mg L, en un tiempo de 2 h, con un porcentaje de inhibicién de

nmolO2/mL de muestra: 58.37% + 1.357.

100+

50

inhibition (%)

0O 30 60 90 120

time (min)

Gréfico 14.Cinetica del dicromato de potasio.

En el estudio cinético de balance de oxigeno en A. franciscana intoxicada con

dicromato de potasio se advierte que si aumenta el tiempo de exposicidon, se

incrementa el déficit de oxigeno como se observa en el gréafico 15.
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Gréfico 15. Porcentaje de inhibicion de O, ante exposicién del
dicromato de potasio a 120 min.
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9. DISCUSION

La toxicologia reguladora ha puesto cada vez mayor énfasis en la evaluacion de
los riesgos que presentan las sustancias quimicas sobre la salud publica y
ambiental, para lo cual realiza ensayos con animales. Debido a la presion publica y
a la de los mismos cientificos, existe una tendencia creciente a aplicar el principio
de tres R en la investigacion con animales, se refieren a reemplazar los animales
de experimentacién por otros métodos que no impliquen su uso, reducir su nimero
cuando sea necesario utilizarlos y refinar las técnicas para aminorar su sufrimiento,
este hecho se manifiesta en las propias legislaciones de los paises y todo ello ha
llevado a la investigacion de métodos alternativos a los tradicionales. Los métodos
in vitro son muy fiables pero, debido a que son mas restrictivos, solo sirven para
predecir la toxicidad de un determinado tipo de sustancias o de un aspecto concreto
del proceso de toxicidad, por lo cual es necesario realizar una bateria de ensayos
(Vinardell, 2007). Tests con simples microorganismos estan siendo utilizados como
indicadores anticipados de quimicos probablemente perjudiciales, y son
frecuentemente mas rapidos, mas baratos y mas éticos que los experimentos con
animales (Carballo, et al., 2002). Con nuestros resultados podemos comprobar que
el modelo de Artemia franciscana es un bioensayo econémico de facil manejo que
permite relacionar toxicidad con concentracion, ademas de aportar resultados

preliminares valiosos para proponer ensayos mas elaborados.

9.1 LCso de Cr en especies acuéticas

De acuerdo a los resultados obtenidos de las LCso a 24 h'y 72 h de exposicion
del dicromato de potasio ensayado sobre nauplios de A. franciscana se demuestra
que, la fase correspondiente a 72 h (LCso de 16.50 mg L!) es la que evidencia una
toxicidad superior a menor concentracion, seguida en la respuesta de mortalidad a
24 h (LCso de 30.50 mg L), lo que sugiere que a mayor tiempo de exposicion se
necesita una concentraciéon menor para que esta sustancia oxidante presente una
mayor respuesta de letalidad. Ambos resultados estan en el rango de valores
reportados en la literatura para ensayos agudos en invertebrados acuaticos (0,067-
59,9 mg/L) (UNEP, 1988). En cuanto al bioindicador utilizado A. franciscana, este
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presento una gran sensibilidad a las 72 h de exposicion ante dicromato de potasio
lo cual coincide con (Sanchez-Fortan, et al. 1995; Barahona, et al. 1994; Cortez,
2012), quienes mencionan que en este estadio naupliar de setenta y dos horas el
bioindicador muestra alta sensibilidad a distintos xenobioticos. La explicacion a lo
anterior se debe a que las mudas en Artemia franciscana son muy frecuentes,
aproximadamente 15 en total a partir del primer estadio y los nauplios presentan
una cuticula muy fina lo que las hace especialmente mas susceptibles al toxico
(cromo VI), el cual penetra facilmente a través de las barreras fisiologicas
absorbiéndose rédpidamente y provocando diferentes alteraciones en estos
organismos, efectos que van desde los sub letales sobre la fotosensibilidad,
movilidad, la reproduccion y la hematologia, hasta la muerte de la larva (Gonzales
& Aportella, 2001).

Sin embargo hay algunos datos que sefalan que la suceptibilidad a los diferentes
contaminantes puede variar en las distintas fases de desarrollo (Shazili & Pascoe,
1986). Los autores Bartolome & Sanchez (2007) destacan que los ensayos de
toxicidad normalizados se realizan empleando organismos en etapas juveniles,
debido a un mayor registro de sensibilidad, lo que permite lograr resultados que
establezcan niveles de seguridad superiores frente a las exposiciones.

En particular, los estudios realizados sobre los efectos toxicos agudos del cromo

en organismos acuéticos se muestran a manera de resumen en la siguiente tabla:

Tabla 27. LCsodel Cr en organismos acuaticos.

Especie Resultados | Periodo de | Referencia
LCso exposicion
Cladéceros -Daphnia magna 3.35 mg/L 24 h (Rico-
Martinez et
al., 2001)

-Daphnia pulex 1.76 mg/L
-Simocephalus 3.37 mg/L

vetulus
-Daphnia exilis 0.1170 48 h (Jerénimo,
mg/L et al., 2008)
-Daphnia pulex 0.13 mg/L 48 h (Velandia &
Montafiez,
2010)
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0.145mg/L | 24 h (Silva, et
al., 2003)
Zooplancton 0.2958mg/L | 48 h (Pifieros &
Quintero.,
2008)
-Brachionus 4 x106 24 h (Hernandez
calyciflorus cepa mg/L ., 2015)
Gainesville
-Brachionus
calyciflorus cepa
San Pancho
-Lecane 4.7x10°
quadridendata mg/L
Rotiferos -Lecane luna 3.26 mg/L 24 h (Pérez-
Legaspi,
-Lecane hamata 4.41 mg/L 2000)
-Lecane 4.50 mg/L
quadridentata
Braquiépodos | -Artemia 30.50mg/L | 24hy 72 | (Ruiz, 2016)
franciscana y 16.50 h
mg/L
19mg/L 24 h (Cortes, et
al., 2015)
-Artemia salina 12.5mg/L 24 h (Gonzales
& Aportella.,
2001)
Fitoplancton Algas -Dictyosphaerium | 14.6mg/L 72h (Pereira.,
chlorelloides 2013)
Peces -Cnesterodon 35.1, 24,48,72 |(Vera &
decemmaculatus 27.5, y 96 h Soloneski
240y S., 2011)
21.4 mg/L
-Labeo rohita 39,40 mg/L |96 h (Vutukuru.,
2005)
-Channa punctatus [ 41,75 mg/L |96 h (Mishra &
Mohanty.,
2008)

Como puede apreciarse en la tabla anterior la diversidad sobre la respuesta

obtenida del cromo en diferentes especies puede ser debida a que este metal

ingresa en algunos organismos acuaticos por medio de distintos tipos de transporte
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(ej: difusion pasiva) (EPA, 1978). Por lo tanto la toxicidad para los diferentes grupos,
especies y estadios no es la misma ya que varia de acuerdo con las condiciones
ecologicas y a las caracteristicas quimicas del agua de sus respectivos habitats y
por supuesto el tiempo de exposicion. En relacion a las especies, se ha podido
observar que las especies de invertebrados como los crustaceos son mas sensibles
a sus efectos que los vertebrados como los peces (Gonzales & Aportella, 2001;
Botello, et al., 2005). Debido a esta particularidad, hemos basado la eleccién de

nuestro bioindicador.

Lilius, et al. (1995) indican que ciertos organismos acuaticos con un tamafio mas
grande de cuerpo son mas tolerantes, es decir resisten mayores concentraciones
de sustancias nocivas ya que tienen una proporcion mas extensa de area, superficie
y volumen en comparacién con pequefias especies que son mas susceptibles a
conducir acumulaciones de compuestos toxicos. Aunque esto no siempre es asi y
se debe tener en cuenta que la exposicion continua a la contaminacion puede
inducir respuestas de adaptacion a la contaminacion (Agra, et al., 2010). Por lo tanto
es importante entender que si existe alta tolerancia mostrada por algunas especies
puede ser el resultado de una exposicion cronica permanente a la contaminacion

de sus respectivos habitats (Reboleira, et al., 2013).

En este contexto las publicaciones de Corradi, et al., (1995) demuestran que con
solo cultivar el alga Scenedesmus acutus en presencia de 1 mg/L de Cr (VI) se
forman conglomerados o agregados celulares producidos en la primera etapa de la
reproduccion sexual, que da lugar a cuatro pequefias células flageladas que se
identificadas como gametos, la reaccién anterior se puede considerar como un

intento de las algas para sobrevivir en un ambiente desfavorable.

9.2 Variacion de la toxicidad del dicromato de potasio ante cambios de pH
Los primeros estudios realizados sobre el papel que ejerce la acidez en la
toxicidad de los metales fueron realizados por Campbell & Stokes (1985),quienes
mencionan que la acidificacion de los diferentes cuerpos de aguas pueden ser en
principio una influencia para interacciones de metal-organismo en al menos dos
formas: la disminucion en el pH puede afectar a forma quimica del metal en solucion,
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0 puede afectar a la sensibilidad biologica en el nivel de la superficie celular, esto
es mediante una interaccion que le permita al metal atravesar la membrana celular
y provocar una respuesta biologica . Para ello considero estos posibles dafios en un
rango de pH 7- 4. Sin embargo, sus estudios se centraron solamente en 10 metales
(Ag, Al, Cd, Co, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Zn). Los resultados fueron pocos y no podian
permitir generalizaciones, por ello el estudio en este campo ha precisado ampliar
los resultados a mas metales y bajo diferentes condiciones experimentales,

incluyendo distintos organismos acuaticos (Brake, et al., 1986).

El cromo, una sustancia de potencial preocupacién, aparece involucrado en la
acidificacion de cuerpos de agua; actualmente se han reportado escasos estudios
gue evaluen el comportamiento de dicho metal ante este parametro, limitdndose a
unas pocas publicaciones y dirigidas solo a ciertas especies marinas. Tal es el caso
de la investigacién desarrollada por Putte, et al., (1987) quienes fueron los primeros
en evaluar la toxicidad aguda del Cr (VI) en peces, especificamente en la trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) afirmando que la toxicidad de este metal aument6
al disminuir el pH en el rango de 7.8 a 6.5. Observandose cambios morfologicos
asociados con el envenenamiento agudo del Cr (VI) incluso desde el pH mas alto
evaluado, encontrdndose dafios en las branquias, los riflones y el estdmago,
mientras que a pH 6.5 parecia estar restringido a sélo las branquias. Sin embargo,
esa afectacion resulta ser letal ya que se dafia la funcién respiratoria vital de estos
seres vivos debido a que estos 6rganos estan contacto directo con el medio acuatico
y de ahi su importancia como efectores en la regulacion idénica y osmotica. Las
conclusiones de su estudio esclarecieron que ambos valores de pH, producian
alteraciones en la osmolaridad y hematocrito, caracteristicas plasmaticas
sanguineas que se encuentran en los peces y son necesarias para sobrevivir ante
una exposicion de cualquier sustancia nociva. En otro estudio realizado por
Hogendoor, et al., (1988) en el pez Salmo gairdneri afirman que con la disminucion
del pH, la toxicidad del Cr es de 50-200 veces superior en un rango de pH de 6.4-
7.4 que a pH 7.8-8.0, lo cual comparando con nuestro estudio se observa que

efectivamente existe un aumento ligero en la toxicidad sobre el bioindicador en
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ambientes acidos, aunque ese incremento tampoco es tan extremo como en la

investigacion anterior.

Mas tarde, Stouthart, et al., (1995), en un estudio sobre exposicién de huevos de
carpa (Cyprinus carpio) previamente fertilizados ante Cr (V1) en concentraciones de
3.9y 9.6 umol/L1(1.14y 2.82mg/L) pH 7.8 y 6.3 de agua evalué el éxito de eclosion,
la incidencia de la deformacién de la médula espinal, la frecuencia cardiaca,
movimientos de la cola, la concentracién en todo el cuerpo de los elementos: Na,
Mg, Ca, y la estructura de la piel y branquias. No se observaron efectos en
cualquiera de los parametros examinados a pH 7.8, mientras que 9.6 mol/L
(2.82mg/L) a un pH de 6.3 se dio la disminucion total de la concentracion de Na en

las larvas y con ello el aumento de la mortalidad.

Los estudios anteriores coincidieron con los realizados por Venkatramreddy, et
al., (2009) quienes afirmaban que realmente el pH del agua tiene una gran influencia
en la determinacion de la biodisponibilidad de este metal para los peces tele6steos
(vertebrados), como Nuria denricus donde aparecen efectos toxicos asociados, ante
un pH de 6.5 los cambios histolégicos son predominantes en las branquias,

produciéndoles en poco tiempo la muerte.

En el trabajo realizado por Solomon (2008) estudiando el dafio provocado por las
variaciones de acidez en el medio y diferentes concentraciones de Cr (VI), sobre
poblaciones de la microalga eucariota Dictyosphaerium chlorelloides, cosmopolita
de agua continental. Se observ6 a concentraciones de 0.025mg/L, en un rango de
pH entre (3-7.5), que los resultados obtenidos para los valores de la concentracién
inhibitoria Clso72) @ pH 7.5 y 4.25 dieron variaciones estadisticamente significativas
entre ambos valores de pH. Sugiriendo que a pH acido en presencia de cromo se
afectaba mas el crecimiento de las algas. Lo cual en comparacion con nuestro
estudio coincide que a pH de 4.5 hay una ligera elevacion sobre el efecto letal de

esta sustancia en el microcrustaceo ensayado.

Por udltimo Sivakumar & Subbhuraam (2005), examinaron los efectos de este

metal en la supervivencia, el comportamiento y la morfologia de la lombriz de tierra,
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Eisenia fetida, en agua a pH 6, 7 y 8. Concluyendo de igual manera que al haber
una disminucién en el pH del agua el resultado méas notable era un aumento de la
toxicidad de Cr en la lombriz, produciéndose cambios de comportamiento y

alteraciones morfoldgicas.

9.3 Estudios de inhibicién de oxigeno causado por exposiciones de cromo en
organismos acuaticos

Aunque no se han realizado estudios de esta indole especificamente en
organismos del genero Artemia, si se ha ensayado en otras especies acuaticas
como peces Yy algas, con resultados parecidos semejantes a los nuestros pero
siguen siendo escasos y limitados. Algunos de estos fueron efectuados por Pereira
(2013), en el bioensayo con la microalga Dictyosphaerium chlorelloides donde
determind una inhibicion del 80% de oxigeno y una IC 10072): 20.42 mg/L para
inhibicion total de crecimiento.

Otro estudio desarrollado por Vutukuru (2005) determino los efectos toxicologicos
en la carpa de gran consumo en la India, Labeo rohita. Los resultados obtenidos
mostraron que la actividad respiratoria normal de estos peces se vio afectada
significativamente en un 70% y habia una depresién en ella disminuyendo la tasa
metabdlica al extremo incluso desde las 24 hasta 96 h de exposicion del ensayo,

ademas de causar severos problemas hematolégicos.

Después Ali, et al., (2006), analizaron en la planta acuatica Lemna gibba una
alteracioén relacionada con los dafios producidos por el Cr sobre la proteina D1 que
esta involucrada en el transporte de electrones del fotosistema (PSII) originando
gue la biomolécula se produjera en menor cantidad afectando de manera grave la

funcién oxigénica de la planta y perturbacion sobre su crecimiento.

Algunos estudios adicionales sobre este metal fueron realizados por Van & Van
(1998) sobre la capacidad citotoxica y genotoxica del cromo en lineas celulares del
pez medaka (Oryzias latipes) En esta investigacion utilizaron un ensayo de
citotoxicidad clonogénico ademas de técnicas de inmunofluorescencia para medir

la ruptura del doble filamento de ADN y evidenciar asi el dafio cromosomico para
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medir mutagenicidad. Concluyéndose que el cromo es altamente citotoxico para las
células de una manera dependiente de la dosis. Ademas el rompimiento del doble
filamento de ADN pudo detectarse incluso a concentraciones muy bajas, también
se detectaron aberraciones cromosomicas, lesiones de cromatidas e intercambios

que aumentaron con la concentracion.
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10. CONCLUSIONES

La toxicidad del cromo hexavalente en el bioindicador de agua marina Artemia
franciscana, resulta ser peligroso especialmente a valores de pH acidos para este
tipo de especies zooplanctonicas, poniendo en riesgo los niveles troficos superiores
con altas probabilidades de provocar un desequilibrio ecologico. Debido a que este
ion aumenta su biodisponibilidad, permitiendo el ingreso de una forma mas sencilla

y ocasionando alteraciones que incluso son letales.

Los bioensayos, se hacen necesarios como una herramienta alternativa ante las
actuales demandas para evitar los estudios de toxicidad in vivo tradicionales. Por lo
tanto el ensayo de toxicidad empleando el bioindicador Artemia franciscana resultd

un método rapido, econdmico y confiable.

11. RECOMENDACIONES

e Este estudio se puede complementar determinando el porcentaje de eclosion
en quistes de Artemia franciscana ante la presencia de este metal.

e Asicomo agregar la temperatura en conjunto con el pH, como otro parametro
probable que influya en el aumento de la toxicidad del cromo.

e Existe escasa informacién acerca de ensayos de bioacumulacion y toxicidad
cronica sobre este metal limitAndose solo a peces. Se manifiesta la
necesidad de analizar los efectos sobre mas especies acuaticas.

e Concluir con estudios en las lineas de células correspondientes que podrian
servir como bioindicadores valiosos para el seguimiento y la evaluacion de la

toxicidad aguda de dicha sustancia a nivel celular en el medio acuatico.
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