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VALORACION DE LA TOXICIDAD AGUDA INDUCIDA POR UNA
MEZCLA DE COMPUESTOS PEROXIDADOS TENSOACTIVOS Y
ACIDOS ORGANICOS EN FORMA DE POLVO SOLUBLE EN
AGUA: EXPOSICIONES SOBRE LARVAS DE ARTEMIA.

|.-LISTA DE ABREVIATURAS

» |IPCS: Programa Internacional de Seguridad de las Sustancias Quimicas.
» CLsg: Concentracion Letal 50.

» CEso: Concentracion Efectiva 50.

» CLnin: Concentracion Letal Minima.

» CLmax: Concentracion Letal Maxima.

» EPA: Agencia de Proteccion Medioambiental.

» QUATS: Compuestos de Amonio Cuaternario.

» PPM: Partes por millon.

» FDA: Administracién de Alimentos y Farmacos.
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» LOEL/C: Nivel /Concentracién con Minimo Efecto Observado.

» CFR: Code of Federal Regulations.

» OCDE:Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico.

» OPP: Office of Pesticide Programs.



Il.- JUSTIFICACION

Desarrollar métodos de evaluacion ecotoxicoldgica en ecosistemas marinos
y de estuario es una necesidad incluida en el Programa Internacional de
Seguridad de las Sustancias Quimicas (IPCS) de las Naciones Unidas. El
desarrollo de la presente tesis se basa en la necesidad de establecer una
metodologia basica y sencilla para la determinacion del riesgo ecotoxicoldgico,
derivado del uso de sustancias quimicas, de forma particular los
desinfectantes, estos permiten una mejora en la obtencion de rendimientos
mediante diferentes procesos englobados en actividades como son la
desalacion y la acuicultura. La desinfeccion, es una practica importante dentro
de las actividades anteriores, siendo necesaria para la proteccion de la salud
publica, al reducir considerablemente el niumero de afecciones debidas a la
presencia microbiana (Fawell y col., 1997). Sin embargo, el uso de estos
desinfectantes implica un grave riesgo sobre la fauna acuatica, cuando dichos
compuestos son vertidos al medio acuatico posteriormente a su uso (Boorman
y col, 1999). Toda una sistematica de actuacion mediante ensayos
toxicologicos ha permitido la conformacion de una severa vigilancia que intenta
preservar a los ecosistemas acuaticos de dafos y efectos adversos derivados
de los contaminantes. Se han ido determinando diferentes modelos para el
estudio de la toxicidad y los bioensayos tradicionales en ratén para conocer la
toxicidad de una muestra sospechosa, se van sustituyendo por otros
bioensayos y diversos métodos in vitro que estan demostrando también ser

eficaces. El empleo de especies no mamiferas, ofrecen la posibilidad de



realizacion de bioensayos para el estudio de los efectos de compuestos
toxicos directamente en el medio acuatico. De entre ellos, el uso de la Artemia
en agua salada o su equivalente, la Daphnia en agua dulce ha sido
ampliamente utilizado para estudios de toxicidad aguda y crénica, tanto en su
estado embrionario como en sus formas larvarias, presentandose como
organismos biosensores de gran utilidad para estudios de toxicidad en
organismos acuaticos. En los ultimos anos, multitud de estudios
ecotoxicoldgicos, acerca de la susceptibilidad de diferentes formas larvarias de
crustaceos marinos confirman la idoneidad en su utilizacién y en este sentido,
diferentes variedades del género Artemia, han sido utilizadas como elementos
biosensores para la determinacion del riesgo ecotoxicolégico que supone la
presencia de contaminantes en el medio acuatico, (Crawford y Kocan, 1993;
Heath y col., 1993; Holcombe y col., 1995; Kaur y col., 1996). Es por ello que
en este trabajo hemos utilizado a la Artemia como bioindicador de ambientes
salinos, ya que es un crustaceo con amplio rango de salinidad, facil de criar,
econdmico y comercialmente accesible a sus huevos en cualquier época del

ano.

lll.- HIPOTESIS DE PARTIDA

El desarrollo de la presente tesis estd basado en la hipétesis inicial del

riesgo medioambiental provocado por la posible presencia de sustancias



quimicas, y en particular de desinfectantes, procedentes de los procesos de
desalacion y acuicultura que puedan hacerse presentes en cursos de aguas
superficiales, lagos naturales y artificiales, y zonas de estuario. Estas
sustancias quimicas pueden llegar a provocar severos danos a la fauna
acuatica presente en dichos ecosistemas, por lo que resultaria fundamental
mantener un protocolo de control para evitar la apariciéon de dafios sobre estos
organismos. En muchas ocasiones, el efecto toxicoldgico se traduce en la
aparicion de un fendmeno de letalidad. Por ello, se propone el estudio de
letalidad como método de deteccion rapida y temprana, seleccionando a larvas
de Artemia franciscana como modelo biosensor por su utilizacion generalizada

para determinacion de toxicidad en ambientes de agua dulce y salada.

V.- RESUMEN

Los desinfectantes son preparaciones con propiedades germicidas y
bactericidas e incluso virucidas, es decir, que eliminan microorganismos
patdégenos. Existen diferentes formulados que vienen siendo utilizados para la
limpieza y desinfeccion de materiales, entre ellos se encuentra un sistema
sinérgico, balanceado vy estabilizado de compuestos peroxigenados,
surfactantes y acidosorganicos, objeto de nuestro estudio, el cual se ajusta a
las caracteristicas de desinfectante virico con amplio espectro de accién

virucida, bactericida y fungicida, basado en un sistema tamponado de peréxido



de hidrégeno acido y acompafiado de un alto porcentaje de surfactante. Los
ingredientes activos técnicos presentes en el compuesto, asi como su
concentracion, son potasio monoperoxisulfato (49.4 %), acido sulfamico (4.4 %)

y acido malico (8.9 %). (Hedgecott y col., 1997).

Aunque el uso de estos desinfectantes resulta imprescindible para
prevenir los efectos sobre la salud publica derivados de la carga microbiana
existente en los materiales de uso comun, su utilizacion y posterior vertido
pueden significar un grave riesgo sobre el medioambiente, fundamentalmente
sobre los ecosistemas acuaticos, lo que implica establecer métodos predictivos
para evitar el impacto de estos contaminantes sobre estos ecosistemas.
(Brigmann y Kuhn, 1979).

De forma general, el principio de prevencién medioambiental dominante
esta basado en la valoracién de las descargas de aguas residuales y efluentes,
es decir, la reduccion de contaminantes especificos (Kinnersley, 1990). Por
ello, el Reglamento de la Comision Europea (1998) y Agencia de Proteccion
Medioambiental (EPA) proponen limitar las emisiones de contaminantes en
agua residuales para todas las naciones. Sin embargo, los efectos téxicos de
los contaminantes sobre los organismos acuaticos pueden ser evaluados
facilmente mediante la relacion entre las caracteristicas quimicas y los ensayos

de toxicidad (Schowanek y col., 2001; Sponza, 2003).

La exposicion sobre larvas de Artemia franciscana, crustaceo de agua
salada ampliamente distribuido en estuarios donde cumple un papel importante
como zooplancton integrante de la cadena tréfica marina, a diferentes

contaminantes acuaticos, viene siendo desarrollado con excelentes resultados



desde que en 1975 el Laboratorio de Investigacién Biolégica en Contaminacion
Acuatica de la Universidad de Ghent (Bélgica) marcara las bases de estudio
(Sorgeloos y col., 1978). En 1981, la metodologia quedd estandarizada como
una prueba en ecotoxicologia marina, basado en la obtencion de la CLsy sobre
nauplios Artemia salina (ARC-test), y desde entonces los resultados obtenidos
han sido calificados como satisfactorios (Persoone y Vanhaecke, 1981).

El propdsito de este trabajo fué valorar el efecto toxico agudo, provocado
por el vertido de este compuesto, sobre ambientes de estuario, utilizando como

elemento biosensor a las larvas de Artemia.

V.- INTRODUCCION

V.1.- Estado actual de la contaminacion de aguas marinas

Durante siglos el océano ha podido soportar la contaminacion natural y
actuacion de la sociedad humana sin sufrir grandes modificaciones, pero desde
el inicio del siglo XX las actividades humanas se han incrementado alcanzando
tal nivel que pueden perturbar gravemente los ciclos vitales del ambiente
marino/costero y poner en peligro toda su diversidad biolégica. El término
‘contaminacion” de los sistemas acuaticos, en general, abarca efectos nocivos
ocasionados por el hombre mediante acciones como son los vertidos de
sustancias toxicas y/o radioactivas, de desechos sdlidos y dispersos, etc. En
las ultimas décadas ha habido un desarrollo constante de las industrias, del

turismo y de la urbanizacion masiva de las orillas del mar, rios y de lugares



antes casi despoblados. Todas estas actividades han aumentado
considerablemente el nivel de contaminacion del sistema hidrografico/fluvial y
de las costas marinas. En cuanto a los penachos de aguas contaminadas
procedentes de los rios y de los focos costeros, estos son una amenaza
constante para las comunidades marinas y costeras, también para las
actividades de pesca, acuicultura y turismo en todo el litoral de Europa. Por
ejemplo, cualquier rio de gran area metropolitana carece de actividad piscicola
y algunos indices de contaminacién de muchos rios son muy altos. Este
fendmeno trae consigo la contaminaciéon del medio ambiente marino, con la
simplificacion de toda la estructura del ecosistema. En el nivel individual, las
sustancias toxicas cambian en los organismos la composicion quimica de la
célula, los procesos de respiraciéon, disminuyen el nivel del crecimiento y de la
reproduccion, aumentan el nivel de la mutacion y de las formas patdégenas y
cancerigenas, cambian el tamafo de la célula, destruyen la posibilidad para

orientarse en el espacio (Helenius y Simons, 1975).

Por todo ello, la investigacion de los ecosistemas marinos y de estuario
debe incluir, entre otras, la deteccién de las fuentes de la contaminacion, el
estudio de las consecuencias negativas de la contaminacion del ecosistema y
el estudio de las relaciones causa-efecto entre los niveles de la acumulacién de

los productos contaminantes y los cambios ecolégicos.

V.2.- Biocidas

Se conoce con el nombre de biocidas a una amplia gama de sustancias
capaces de eliminar o controlar la proliferacion de microorganismos que

pueden provocar alteraciones en los seres humanos, animales vy



medioambiente. Existen en el mercado diversos tipos de biocidas, que abarcan
desde la simple desinfeccion de hogares hasta especialidades de uso médico.
Las distintas familias quimicas de compuestos biocidas poseen mecanismos de
accion variados, pero todos ellos comparten la caracteristica de ser letales
para los microorganismos bajo cierta conjuncion de circunstancias, que hacen

que los biocidas sean viables para su comercializacion (Boorman y col., 1999).

Por definicion cualquier biocida resultara eficaz, dependiendo de la
concentracion a la que sera usado y al tiempo de exposicién que requiera para
realizar su funcion. Ademas de ello, el éxito de un biocida dependera de la
optimizacién de 5 parametros en su forma de actuar: costo, potencia,
persistencia, velocidad y concentracion, y por tanto, aspectos como el olor,
corrosividad, inestabilidad quimica de la formulacién, toxicidad medioambiental,
biodegracion y sensibilidad de los individuos seran los factores que determinen
la utilidad de un biocida en particular para una aplicacién especifica. Por el
contrario, las caracteristicas negativas pueden limitar severamente la utilidad

de un biocida eficaz.

Asi, la busqueda de un equilibrio entre las limitaciones y los atributos
que le hacen eficaz y seguro a un biocida, es el desafio constante a la hora de
elegirlo. De esta forma, puede llegar a ser necesario el planteamiento de
necesidades de tiempos limitados de accion o, por el contrario, una gran
persistencia de su efecto para reducir la contaminacién y el crecimiento
microbiano. Pero si los factores de velocidad, persistencia y potencia son
conseguidos mediante concentraciones altas de los principios activos, entonces
es probable que proporcionalmente aumenten los atributos negativos del
compuesto, y si la persistencia de actividad debe ser alta, apareceran
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inevitablemente los efectos medioambientales adversos y la aparicion de
alteraciones cronicas entre los individuos expuestos (Enviromental Health

Center, 1998).

Hoy en dia se hacen evidentes los procesos adversos de tipo
toxicolégico y medioambiental, practicamente para todos los biocidas
existentes en el mercado. Que estos compuestos mantengan su volumen de
venta a pesar de los serios inconvenientes que plantean, hace evidente la
demanda antimicrobiana existente, y de hecho su crecimiento es en parte
atribuible a la aparicion en el mercado de nuevos productos para los que no se
habia considerado la necesidad de desinfeccién, y que ahora se hace
indispensable. Sin embargo, cada vez se producen un mayor numero de
opiniones en contra del uso masivo de biocidas que podrian considerarse como
tradicionales, y que ha provocado que las empresas que los comercializan se
atrincheren en sus propuestas en esperade que remita la presion social. De
cualquier forma, se han ido produciendo ciertos cambios, y asi por ejemplo, en
los ultimos 20 afos, los derivados fendlicos tuvieron que ceder terreno ante el
empuje que suponia la aparicion de los formulados a partir de amonio
cuaternario, fundamentalmente desde el punto de vista gubernamental y
medioambiental. Aunque la EPA tiene registrados mas de 5000 formulaciones,
la lista de formulados agrupados por familias, con principios activos analogos,
es bastante corta y quedan agrupados en unas pocas categorias (O.P.P,

1995).



V.3.-Aldehidos

Representantes de esta categoria son el formaldehido y glutaraldehido,
biocidas de amplio espectro capaces incluso de destruir las esporas
bacterianas mas resistentes. Son productos solubles en agua pero vaporizan
rapidamente, provocando asi un fuerte olor penetrante y desagradable.
Ademas, el formaldehido es un potente carcindégeno. El glutaraldehido resultd
ser una buena alternativa para realizar esterilizacion en frio de instrumentacién
quirurgica, frente a los tratamientos por calor mediante autoclave. Sin embargo,
su eficacia requiere soluciones de 20.000-30.000 ppm y exposiciones
prolongadas de 10 horas o mas. Se utiliza como desinfectante medioambiental
mediante rociado a concentraciones de aproximadamente 1.500 ppm., aunque
de todos es conocido su gran persistencia en el medio acuatico, de tal forma
que en muchos municipios estadounidenses no permiten su vertido a los
desagues. Aunque sus vapores deben ser controlados para evitar exposiciones
excesivas frente a los trabajadores, su bajo costo de fabricacion y el uso
continuo hacen de él uno de los desinfectantes mas vendidos (Boorman y col.,

1999).

V.4.-Alcoholes

El isopropanol y etanol tienen una larga historia como ingredientes
comunes de preparados desinfectantes, tanto de uso médico como productos
de consumo. Los alcoholes son solventes. Actuan rapidamente, pero tienen la

desventaja de su pronta evaporacion, sobre todo cuando se aplican sobre
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superficies. Para ser eficaces requieren estar presentes en la formulacién a
concentraciones altas, del orden del 15-70 %. Sin embargo, presenta
desventajas en diversas superficies, ya que como solventes atacan a plasticos
y polimeros, los cuales se degradan rapidamente. A pesar de ello, siguen
siendo muy populares en su uso por su rapidez de accion, aunque disten
mucho de ser desinfectantes ideales por su evaporacién y por no dejar ninguna

proteccion residual (Boorman y col., 1999).

El mecanismo de accién es la desnaturalizacion de proteinas;
principalmente a nivel de membrana celular y también a nivel citoplasmatico.
Por lo que puede hacer disrupcién de la membrana celular o alteracion de la
funcién de una proteina citoplasmatica (es decir, una enzima); o bien un dano

meramente estructural, que tienden a producir la muerte de estos m.o.

V.5.- Compuestos de Amonio Cuaternario

Genéricamente denominados como QUATS, son compuestos solubles
en agua, de amplio uso como desinfectantes. Su dilucion se practica en el
mismo lugar de aplicacion y su uso representa cerca del 50 % de la utilizacion
de desinfectantes en el ambito mundial. Como caracteristicas principales se
deben destacar la practicamente ausencia de olor y que, cuando se diluyen a
concentraciones normales de uso, en torno a 700-2000 ppm, resultan ser
bastante seguras para los usuarios.Si bien su eficacia es limitada debidoa que
son inactivados por cationes (ej. aluminio, sodio), materiales organicos y otros
detergentes, por lo que han sido considerados como desinfectantes de bajo

nivel. Ademas, su poder corrosivo sobre algunos polimeros permite el

11



crecimiento de ciertas bacterias y una tendencia de algunas de ellas a
desarrollar fendmenos de resistencia, caso del Staphylococcus aureus y de
Pseudomonas. Los QUATs de nueva generacion han podido polimerizarse en
formas solidas, lo que representa una alternativa en el grupo de biocidas de

contacto (Boorman y col., 1999).

V.6.-Metales Pesados

Casi todos los metales pesados son toxicos para la mayoria de las
formas de vida, y esta caracteristica ha sido aprovechada tradicionalmente
para su uso como desinfectantes. Asi, compuestos como el zinc, plata,
mercurio, arsénico, cobre, boro o estafio han ido incorporandose de diferente
manera a los formulados, cada vez con mayor grado de sofisticacion. A
menudo se utilizan sales cupricas como alguicidas, el cobre también ha sido
utilizado para limitar los niveles bacterianos en canerias. Compuestos a partir
de plata se aplican para la destruccion de bacterias y virus, cartuchos con
contenido de plata estan disponibles para la medicidon en arroyos, piscinas y
sistemas cerrados de torres de refrigeracion. Las sales de boro son utilizadas
para limitar la colonizacion de bacterias en depdsitos de combustible de
grandes naves y en los depdésitos diesel de vehiculos como trenes. Es probable
que su amplio uso se vea progresivamente cuestionado, ya que, aunque son
compuestos baratos y eficaces, su alta toxicidad y gran persistencia en el
medioambiente hacen de ellos sustancias peligrosas, lo que ha promovido
movimientossociales para prohibir su uso en muchas aplicaciones. Ademas,

existen bacterias que desarrollan resistencia a los iones metalicos cuando se
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ven expuestas de forma constante, y asi se conocen Pseudomonas plata-
resistentes por la desinfeccion reiterada de agua con plata (Boorman y col.,

1999).

V.7.-Compuestos Fendlicos

El uso de compuestos fendlicos como desinfectantes proviene de
principios de siglo, cuando estaba vigente la aplicacion de productos derivados
del pino y alquitran de hulla, su uso llegé a ser tal que el fenol fue utilizado
como patron para medir la eficacia antimicrobiana, pese a conocer las
caracteristicas carcinégenas de él. La utilizacion de extractos fendlicos de
fuentes naturales practicamente ha desaparecido, y en su lugar son
ampliamente utilizados los compuestos fendlico-clorados sintetizados por la
industria, ya que son mas baratos de producir, tienen mayor duracion y la

mayoria son menos toxicos que los anteriores.

Asi, por ejemplo, el hexaclorofeno fue un producto de amplio uso hasta
que sus propiedades neurotoxicas fueron reconocidas, prohibiéndose por la
FDA. Estos compuestos son de uso corriente, usandose a concentraciones de
500-1000 ppm, normalmente mediante mezclas con alcoholes como
desinfectantes hospitalarios. Tienen un olor caracteristico y son capaces de
degradar plasticos y otras superficies, pero pueden mezclarse con aldehidos
para hacer los denominados esporocidas de alto nivel. Aquellos que abarcan
un amplio espectro de accién poseen caracteristicas toxicas, ademas de
poseer la capacidad de interactuar con compuestos organicos en medios

acuaticos y su gran persistencia medioambiental, de tal forma queexiste una
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gran presién para limitar su uso e incluso llegar a una prohibicién total. Por el
contrario, si se analizan los compuestos fendlicos mas benignos, su eficacia
también se reduce drasticamente, produciéndose el hecho de ser popularmente

utilizados en productos para el hogar (Boorman y col., 1999).

V.8.- Per6xidos/Donantes de Oxigeno

El oxigeno, fundamentalmente en aquellas formas reactivas en agua, es
un poderoso agente microbiano, y por ello el peréxido de hidrogeno ha llegado
a ser el antiséptico de eleccion frente a heridas durante muchos afios. También
se ha usado como desinfectante de superficies, pero tiene una vida corta en su
forma de aplicacion a concentraciones del 3 %, o 30, 000 ppm. Cuando se
intentd aplicar a concentraciones del 35 % resultdé ser altamente corrosivo, se
evapora rapidamente y tiene propiedades carcinégenas. Su uso como agente
blanqueador y decolorante para la mayoria de tejidos y polimeros esta
extendido, y la OSHA ha establecido los limites de exposicion para los lugares
de trabajo. Los vapores de peroxido de hidrégeno se usan como sistema de
esterilizacion, y de hecho Johnson & Johnson ha desarrollado camaras de
esterilizacién hospitalaria bajo este principio. Otros potentes oxidantes, como el
acido peroxiacético o el 6xido de etileno estan siendo utilizados cada vez mas
como esterilizantes en frio, aunque cada vez existe mayor numero de datos
que indican una alta corrosividad de sus vapores y su gran poder letal cuando
éstos son inhalados, si bien el acido peroxiacético en concreto no llega a ser
tan corrosivo cuando se aplica en forma de liquido sobre instrumentacion

quirurgica, por lo que podria suplantar al glutaraldehido si su tendencia a
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evaporarse rapidamente no restringe su ambito de uso. El gas ozono se utiliza
como desinfectante de aguas, tanto de uso recreativo como para agua potable.
Es eficaz contra toda forma de microorganismos, incluso contra esporas y
parasitos del género Cryptosporidium. Sin embargo, resulta ser un potente
toxico, con una vida media corta en el agua y no deja efecto residual. Es capaz
de degradar todo tipo de polimeros y metales por contacto, y la OSHA obliga a
cumplir requisitos estrictos de cara a la exposicion de los manipuladores de

esta sustancia (Boorman y col., 1999).

V.9.- Derivados Halogenados: Yodo, Cloro, Bromo

Los derivados halogenados poseen una amplia historia como agentes
antimicrobianos, de tal forma que los ultimos estudios estadisticos demuestran
que los atomos de cloro y bromo estan presentes en la mayoria de las
configuraciones biocidas actuales. Mientras que el cloro y bromo son utilizados
para la desinfeccion de aguas, el yodo es incorporado generalmente a los

formulados antisépticos para desinfeccidén de heridas.

Los atomos de cloro y sus 6xidos pueden generarse a través del uso de
dioxido de cloro, que es un poderoso desinfectante y esterilizante. Sin
embargo, una vez disuelto, los atomos activos de didéxido de cloro tienen una
vida corta, y para que el formulado tenga efecto debe ser preparado in situ
justo antes de su uso. Por otra parte, es altamente corrosivo para metales,
caucho, plasticos, etc., y sus vapores pueden ser letales. Se han venido
comercializando mezclas con estabilizadores para solventar este problema,

pero son menos eficaces y, ademas ya estan comercializados productos a
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partir de cloratos para el mismo propdsito. En resumen, la caracteristica de
este tipo de formulaciones basadas en el uso del cloro es su alto poder de
corrosion y la alta incidencia de alteraciones de piel e irritacion de ojos que
provocan, ademas de procesos de resistencia bacteriana cuando son
utilizados, de forma continua, durante largos periodos de tiempo (Boorman y

col., 1999).

V.10.-Desinfectantes y Riesgo Ambiental

Segun las directivas relativas a la comercializacion de biocidas, este
grupo queda definido como “sustancias activas y preparados que contienen
una o mas sustancias activas, presentados en la forma en que son
suministrados al usuario, destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar,
impedir la accién o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier organismo
nocivo por medios quimicos o bioldgicos”. Bajo el epigrafe de Desinfectantes y

Biocidas Generales, se reconocen 5 tipos:

TIPO 1: BIOCIDAS PARA LA HIGIENE HUMANA. Los productos de este grupo

son los biocidas empleados con fines de higiene humana.

TIPO 2: DESINFECTANTES UTILIZADOS EN LOS AMBITOS DE LA VIDA
PRIVADA Y DE LA SALUD PUBLICA Y OTROS BIOCIDAS. Productos
empleados para la desinfeccion del aire, superficies, materiales, equipos y
muebles que no se utilicen en contacto directo con alimentos o piensos en
zonas de la esfera privada, publica e industrial, incluidos los hospitales, asi

como los productos empleados como alguicidas. Las zonas de uso incluyen,
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las piscinas, acuarios, aguas de bafo y otras; sistemas de aire acondicionado;
paredes y suelos de centros sanitarios y otras instituciones; retretes quimicos,
aguas residuales, desechos de hospitales, tierra u otros sustratos (en las areas

de juegos).

TIPO 3: BIOCIDAS PARA LA HIGIENE VETERINARIA. Los productos de este
grupo son los biocidas empleados con fines de higiene veterinaria, incluidos los
productos empleados en las zonas en que se alojan, mantienen o transportan

animales.

TIPO 4: DESINFECTANTES PARA LAS SUPERFICIES QUE ESTAN EN
CONTACTO CON ALIMENTOS Y PIENSOS. Productos empleados en la
desinfeccién de equipos, recipientes, utensilios para consumo, superficies o
tuberias relacionados con la produccion, transporte, almacenamiento o
consumo de alimentos, piensos o bebidas (incluida el agua potable) para seres

humanos o animales.

TIPO 5: DESINFECTANTES PARA AGUA POTABLE. Productos empleados
para la desinfeccién del agua potable (tanto para seres humanos como para

animales) (Fan y col.,1995).

Bajo la perspectiva de conseguir, como objetivo principal, identificar los
efectos indeseables que un biocida es intrinsecamente capaz de provocar, se
incluye en las evaluaciones de biocidas sus efectos sobre el medioambiente, y
se busca la identificacion de peligrosidad sobre el agua (incluso los
sedimentos), el aire, la tierra, las especies de la fauna, la flora silvestre y todas
las interrelaciones entre ellas, asi como las relaciones entre todos ellos y

cualquier organismo vivo. Esta declaracion de principios se basa en la
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evaluacion del riesgo determinado para el ser humano y los animales, para el
medioambiente y la adopcion de las medidas necesarias para la proteccion del
ser humano, los animales y el medioambiente durante el uso normal del biocida
y en el caso mas desfavorable. En lo referente a los efectos sobre el medio
ambiente, la evaluacion del riesgo debera tener en cuenta todo efecto adverso
causado por la utilizacion del biocida en cualquiera de los tres compartimentos
medioambientales: aire, suelo, agua (incluidos los sedimentos) y la biota. La
identificacion del peligro potencial se basara en las propiedades y posibles
efectos adversos de la sustancia activa y sustancias de posible riesgo
presentes en un biocida. Si los resultados obtenidos fueran desfavorables, sera
necesario efectuar la evaluacion de la relacion dosis (concentracién)-respuesta
(efecto), evaluacion de la exposicion y caracterizacion del riesgo. La
caracterizacion del riesgo ambiental que supone el uso de un determinado
biocida, puede derivar, en general, de las propiedades y efectos de cualquier
sustancia activa o sustancia de posible riesgo presente en un biocida, y en

particular de:

Los elementos que indiquen un potencial de bioacumulacion.

e Las caracteristicas de persistencia.

e Laforma de la curva toxicidad/tiempo en el ensayo de ecotoxicidad.

e Las indicaciones de otros efectos adversos basadas en los estudios de

toxicidad, por ejemplo, clasificacion como mutageno.

e Los datos sobre sustancias de estructura analoga.

e Los efectos endocrinos.
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La valoracion del posible riesgo toxicoldégico de un biocida se realiza
mediante el estudio de la relacién concentracién/efecto, mediante la obtencion
de la PNEC, es decir, aquella concentracion prevista bajo la cual no se espera
efecto adverso ninguno. Esta concentracion se calculara aplicando un factor de
evaluacion a los valores resultantes de los ensayos con organismos, por
ejemplo, DLsy, (dosis letal 50), CLsp (concentracion letal 50), CEsp
(concentracion eficaz 50), Clso (concentracion que produce el 50 % de
inhibicion de un parametro dado, por ejemplo, crecimiento), NOEL/C
(nivel/concentracién sin efecto observado) o LOEL/C (nivel/concentracion con

minimo efecto observado) (Boorman y col., 1999).

Un hecho importante a tener en cuenta es lo que se ha denominado
como factor de evaluacion, entendiendo como tal una expresiéon del grado de
incertidumbre en la extrapolacién de los datos de un ensayo con un numero
limitado de especies al medio ambiente real. Por eso, en general, cuanto mas
amplios sean los datos y mayor la duracion de los ensayos, menor sera el
grado de incertidumbre y la magnitud del factor de evaluacién. Las
especificaciones para los factores de evaluacion se elaboran en las notas
relativas a la orientacion técnica que, a tal efecto, estan basadas, en particular,
en las indicaciones dadas en directivas de las comisiones de la CEE y de los
EEUU, por la que se fijan los principios de evaluacion del riesgo, para el ser
humano y el medio ambiente. Para cada compartimento medioambiental se
realizara una evaluacion de la exposicion para predecir la concentracién que
sea probable encontrar de cada sustancia activa o de posible riesgo presente
en el biocida. Esta concentracion se conoce como concentracion ambiental

prevista (PEC), la cual solo sera determinada en el caso de aquellos
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compartimentos medioambientales en los que se dan o son razonablemente
previsibles emisiones, vertidos, eliminaciones o distribuciones, inclusive
cualquier contribucion pertinente de material tratado con biocidas. La PEC se

calculara atendiendo a:

e Los datos de exposicion medidos de forma adecuada.

e Laforma de comercializacion del producto.

e Eltipo de biocida.

e El método y la tasa de aplicacion.

e Las propiedades fisicoquimicas.

e Los productos de degradacion/transformacion.

e Las rutas probables de llegada a los compartimentos medioambientales

y potencial de adsorcién/desorcién y degradacion.

e La frecuencia y duracion de la exposicion.

Siempre que sea posible, y en cada uno de los compartimentos
ambientales, la caracterizacion del riesgo llevara aparejada una comparacion
de la PEC con la PNEC, de manera que pueda obtenerse una relacion
PEC/PNEC. De forma general, se puede indicar que si el resultado de dicho
cociente es inferior o igual a 1, la decision por parte de las autoridades puede
ser tomada positivamente, sin necesidad de mayor informacion. Si, por el
contrario, el resultado fuera superior a 1, requeriria mayor informacién con el
desarrollo de mas pruebas, ademas de medidas de reduccion de riesgo e,

incluso, la no autorizacion para su uso (Boorman y col., 1999).
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V.11.-Peligrosidad de los vertidos de aguas contaminadas

Tomando como ejemplo las consideraciones realizadas por el Codigo
Federal de Regulacion (CFR), todo vertido de agua contaminada puede ser
considerado como peligroso si los componentes de éste se encuentran
incluidos en el listado realizado por la Agencia de
ProteccionMedioambiental(EPA). Este listado incluye mas de 700 sustancias
con caracteristicas toxicas, oncogénicas, mutagénicas o teratogénicas en
humanos, o bien que provocan impactos adversos sobre el medioambiente.
Ademas de estas consideraciones, se debe tener en cuenta que cualquier
material descargado tendra la consideracion de peligroso si éste, o cualquiera

de sus componentes, poseen alguna de las siguientes caracteristicas:
» PROPIEDADES INFLAMABLES
Si es un liquido con punto de ebullicion menor de 140 °F (60 °C).

Si es capaz, a temperatura y presion ambiente, de producir ignicion a través de

fricciéon, absorcidn o por cambios quimicos espontaneos.
Si es un gas comprimido inflamable.
Si es un oxidante.
» PROPIEDADES CORROSIVAS
Si en estado liquido tiene un pH igual o menor de 2, o igual o mayor de 12.5.
Si es un liquido que corroe el acero.

> PROPIEDADES REACTANTES
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Si es normalmente inestable o por cambios que provoquen detonacién.
Si reacciona violentamente con el aire.
Si forma mezclas potencialmente explosivas con el aire.
Si cuando se mezcla con el agua, genera gases toxicos, vapores, etc.
Si posee entre sus componentes cianuros o sulfuros.
Si es capaz de detonar o provocar reacciones explosivas.
Si es un explosivo.
» PROPIEDADES TOXICAS

Si cualquiera de sus componentes no supera el “Toxicity Characteristic

Leaching Procedure (TLCP) test”.

V.12.-Utilizacion de invertebrados acuaticos en investigacion
ecotoxicoldgica.

Las ventajas que presentan los invertebrados en la investigacion
ecotoxicologica estan basadas en su utilidad para la busqueda de eslabones
mecanicisticos entre los efectos que aparecen a nivel individual y las
consecuencias que acarrean a los niveles superiores de organizacion, tales
como poblacion y comunidades. Tanto en ensayos de laboratorio como en
estudios de campo, el valor real o potencial que aportan los invertebrados son
evaluados como alternativa por su capacidad de reemplazar, completar o
simplemente prevenir el uso de vertebrados para estas técnicas. Hoy en dia,

diferentes especies de organismos invertebrados vienen siendo utilizadas en

22



ensayos laboratoriales para evaluar la toxicidad de agentes quimicos. El
desarrollo de bioensayos con estos organismos se encuentra estimulado tanto
por sus caracteristicas bioldgicas como el grado de sensibilidad que presentan
frente a ellos. Los aspectos bioldgicos estan principalmente relacionados con
su mantenimiento en laboratorio bajo condiciones controladas, mientras que el
grado de sensibilidad hace referencia a las caracteristicas de especificidad que
han demostrado frente a exposiciones con diferentes clases de compuestos
quimicos. Asegurar una correcta valoracion del riesgo ambiental de estos
compuestos conlleva inevitablemente a la identificacion del riesgo, la valoracién
del cociente concentracion-efecto, la valoracion de la exposicion y finalmente la
caracterizacion del riesgo (Fany col., 1995), y es precisamente en estos
términos donde los invertebrados han demostrado ser una herramienta
fundamental, por ello han sido utilizados durante décadas, mediante su
aplicaciéon en ensayos de toxicidad aguda y crénica, para la identificacion del
riesgo, aprovechando las caracteristicas propias de ellos. Desde principios de
los afos 80°s, al menos cuatro ensayos han sido propuestos con organismos
invertebrados acuaticos obtenidos a partir de huevos criptobiéticos o inactivos
(cistos), dos de ellos de origen marino (Vanhaecke y Persoone, 1984; Snell y
Persoone, 1989a) y otros dos de agua dulce (Snell y Persoone, 1989b;
Centeno y Col., 1993). El interés primordial sobre estos ensayos esta basado
en reducir considerablemente los procesos de crianza y mantenimiento de
especies, en la sincronia en cuanto a la obtencién de individuos y en la similitud
tanto fisiolégica como genética de las poblaciones. Todo ello hace que el grado

de incertidumbre del ensayo quede minimizado, que los costos se reduzcan
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drasticamente y que el potencial de regulacion y precision del ensayo quede

significativamente reforzado (Persoone y Jansen, 1993).

V.13.-Bioindicador Artemia Franciscana

Los artropodos son uno de los grupos animales mas amplios y diversos.
Incluyen los trilobites, quelicerados, insectos y crustaceos. Presentan un
exoesqueleto que se va modificando a través de mudas periddicas para
acomodarse al crecimiento. Su cuerpo presenta segmentos con apéndices
articulados apareados. Los crustaceos son principalmente artrépodos
acuaticos. Su cabeza presenta cinco segmentos fusionados que soportan cinco
pares de apéndices, incluyendo dos pares de antenas. La excrecion y
osmoregulacion se realiza a través de la especializacion de metanefridios,
especie de tubos con células ciliadas que aspiran los residuos. La respiracion
es branquial o cutédnea. El cerebro se divide en tres y frecuentemente
presentan ojos compuestos. La mayoria presentan una reproduccion sexual,
sexos separados y organos de reproduccion pares con fecundacion interna.
Incluidos en los crustaceos se encuentran el grupo de braquiopodos, primitivo
grupo que aun se encuentra en el interior de aguas de lagos salinos, y charcas
originadas por nieve derretida o por tiempo humedo. Las branquias se localizan

en los apéndices del tronco (Browne vy col., 1993).

Los anostracos son braquidépodos que no presentan caparazdon y en
muchas de sus formas se parecen a los crustaceos primitivos. El grupo es
reducido e incluye a camarones de aguas salinas, su cuerpo es alargado y

existe una pequefa especializacion de segmentos y apéndices. El corazén es
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un tubo dorsal a lo largo del cuerpo. El cuerpo presenta una cavidad, el
hemocele. Su aparato reproductor derivado del tubo celdmico, presentando
sexos separados y organos sexuales pares. El aparato excretor se localiza en
las glandulas coxales derivadas de rudimentos del celoma, el intestino tiene
forma de J, muchos se alimentan de comida en suspension o de desechos del
lecho acuatico. Los apéndices son anchos y planos, los fildpodos muy
parecidos a los de los primitivos crustaceos y en ellos vemos las branquias. El
exoesqueleto es fino, flexible y no esta calcificado. El sistema nervioso es el
tipico de los artrépodos y anélidos y no presenta tendencia a la cefalizacion. El
desarrollo incluye un estado de nauplio, metanauplio y postnauplio para
alcanzar finalmente el de larva. Estos crustaceos habitan temporalmente
charcas, acequias, reservorios acuaticos producidos por nieve derretida, lagos
salinos o alcalinos, y buscan zonas de poca o ninguna depredacion (Cole y

Brown, 1967).

V.14.- Artemia franciscana

Los braquidpodos anostraca son el mejor ejemplo de la morfologia de
los crustaceos primitivos, lo que nos permite realizar estudios sobre el papel

de los diferentes contaminantes sobre invertebrados acuaticos.

Las artemias son crustaceos de aguas salinas que toleran un amplio
rango de salinidad, pero con un amplio rango que abarca practicamente desde
aguas frescas hasta las saturadas. Son faciles de criar y también econémicas,

ademas comercialmente se puede acceder a sus huevos en cualquier época
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del afio. La Artemia franciscana es la mas comun de las especies y una de las

mas utilizadas como bioindicadores, (Persoone ySorgeloost, 1980).

V.14.1.- Anatomia Externa

El cuerpo de los anostraca se encuentra dividido en cabeza, térax y
abdomen. La cabeza y los apéndices se encuentran especializados como el de
los crustaceos primitivos. Los apéndices toracicos son todos semejantes y no
se especializan. EI abdomen carece de apéndices. La cabeza estd compuesta
por cinco segmentos que no se ven divididos, lleva un par de ojos compuestos
y uno simple; en estado de nauplio se observa un ojo medial hacia el final
anterior. Los 0jos no se consideran parte de los apéndices. La primera antena
presenta quimiosensores, siendo éste el apéndice del primer segmento de la
cabeza y no presenta articulacion. La segunda antena es mayor y presenta
dimorfismo sexual, las de los machos son mayores y se modifican hacia una
especie de enganche para la hembra durante la copulacion. Se componen de
dos articulaciones. La antena segunda de las hembras es menor y mas fina
que la primera y se compone de una unica articulacion. El labrum o labio
superior es grande, medial, forma un pliegue ventral a la pared del cuerpo
hasta la base de la segunda antena. No es par y tampoco tiene segmentos. Se
extiende posteriormente y cubre la superficie ventral de la cabeza, incluyendo
la boca. Dos mandibulas se abultan en ambas caras de la cabeza y forman el
tercer segmento de la cabeza. Las mandibulas se curvan medialmente y se
encuentran la una con la otra en la mitad, y es en su borde ventral donde
aparecen los dientes. La boca se localiza en la mitad ventral entre las
mandibulas, siendo necesario mover el labrum hacia un lado para ver el final
ventral de mandibulas y boca. La primera y segunda mandibulas son pequenas
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y dificiles de observar. La primera maxila es mayor que la segunda y soporta
un abultamiento dirigido anteriormente. La primera maxila se localiza
inmediatamente posterior a las mandibulas sobre la superficie ventral de la
cabeza y se usa para transferir comida desde los apéndices toracicos hasta la
boca, la segunda maxila es minuscula, casi un vestigio y en ella se ven los
nefridioporos. El aparato excretor del adulto esta compuesto de dos glandulas
maxilares, o glandulas coxales, se localizan en el segmento de la segunda
maxila donde forman un acumulo de abultamientos sobre las superficies dorso-
laterales. Pueden también verse canales arrollados sin los abombamientos.
Las glandulas maxilares se abren en la segunda mandibula a través de los
nefridioporos. El tdéraxconsiste en once segmentos independientes. No
presenta caparazon y ninguno de sus segmentos se encuentran fusionados
entre si; no existe cefalotérax. Cada segmento toracico lleva un par ventral de
toracépodos semejantes en su forma a una hoja, se conocen como filépodos,
estos son semejantes a lo largo de los once segmentos y no se observa
especializacién regional, su unica diferencia es la talla. El exoesqueleto de los
miembros es fino y flexible, para su rigidez es necesaria la presion de la
sangre. Los filbpodos son usados para nadar, alimentarse y respirar. Hay
semejanzas entre partes de lo fildpodos y los ancestrales apéndices birramos,
pero la proposicion de estas afinidades aun esta en discusion. Los apéndices
son aparentemente unirramos aunque hay partes que pueden ser consideradas
birramas. Cada apéndice es plano y tiene forma de hoja y recuerda a los
apéndices primitivos birramos de los mixdépodos, lo que no existe es la parte
cilindrica. A lo largo del borde dorsal se une un gran protopodio basal, algunas

extensiones pequefas se extienden hasta los bordes lateral y medial del
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protopodio, los procesos laterales son los éxitos, los mediales los énditos.
Cinco o seis énditos se extienden hacia el margen medial del protopodio y son
extremadamente pequenos, los proximales y distales al ser un poco mayores
pueden verse con facilidad, sobre los énditos, en direccién medial se localizan
una serie de setas, y éstas son el mayor filtro del aparato digestivo, las
distales, mayores que las anteriores, pueden considerarse como el endopodio
de los apéndices birramos ancestrales. Hay tres largos éxitos sobre el margen
lateral del protopodio, los proximales y mediales no llevan setas, el medial
corresponderia a las branquias. El éndito distal puede compararse al exopodio
de los apéndices birramos, éste es el unico proceso unido por articulacién al
protopodio y lleva una seta en forma de pluma que es usada para nadar (Ward

— Booth y Reiss 1988).

ABDOMEN

Figura V.14.1.1 Esquema de la anatomia de una hembra de Artemia

franciscana.
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La mayoria de los anostracos se alimentan de comida en suspension,
aunque hay unos pocos que son carnivoros. Un surco longitudinal vy
medioventral se utiliza para la alimentacion, aparece entre la gntobase y los
filbpodos. La boca se ve en la cara anterior del final del surco. Los movimientos
natatorios de los fildpodos crean corrientes en el interior del surco, el agua se
fuerza lateralmente hacia la pantalla de setas y las particulas de comida son
fitradas a partir del agua que permanece en el surco. La comida se mueve
hacia la zona anterior gracias a las setas de la gnatobase. En el final anterior
se enredan en un moco y desde el labrum se transfieren hasta la boca por las

setas de la primera maxila (Ward — Booth y Reiss, 1988).

Figura V.14.1.2 Detalle de la cabeza de una hembra de Artemia franciscana

Los dos segmentos posteriores del térax corresponden a la zona genital
y alli se localizan por tanto, los genitales que son externos.Las hembras tienen
una bolsa cénica denominada ovisaco que contiene los huevos. Los machos
llevan un par de tubulos retractiles, son los penes y pueden observarse en la

parte posterior del ultimo par de filopodos (Ward — Booth y Reiss, 1988).
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Figura V.14.1.3Cabeza y térax anterior de Artemia franciscana

El abdomen corresponde a seis segmentos, posteriores al aparto genital,
es casi cilindrico. El final corresponde al telson y éste lleva un par de furcas
caudales en su fin. Ninguno de los segmentos abdominales llevan apéndices.

El ano se localiza sobre el telson entre las dos furcas caudales(Ward — Booth y

Reiss, 1988).
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Figura V.14.1.4 Toérax posterior y abdomen de una hembra de Artemia

franciscana
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V.14.2.- Anatomia Interna

1.- Sistema digestivo

El intestino es un tubo que se extiende a lo largo del animal. La boca se
localiza en la parte ventral, hacia la mitad de la cabeza, entre las superficies
opuestas de las mandibulas. El eséfago en posicion vertical se extiende
dorsalmente desde la boca hasta el estbmago donde se abre, lo que ocurre
por encima de la posicion de la boca. El estdmago es una expansion del
intestino en mitad de la cabeza. Dos grandes ampollas cecales se localizan
anterolaterales a la pared del estdbmago. El intestino es un tubo largo que va
desde el estbmago a través del térax y parte del abdomen. El intestino medio
es el lugar de secrecion de enzimas y donde se produce la digestion y
absorcion; lo circunda el hemocele, bafiado en sangre y muchos de los
materiales atraviesan su fina pared. Al intestino se une un corto recto,
localizado en el cuarto segmento del abdomen, es el responsable de la
formacion de bolitas fecales y se abre al exterior a través del ano el cual se
encuentra entre las furcas caudales y esta provisto de un esfinter (Cole

yBrown, 1967).

2.- Sistema vascular

El corazén tubular se encuentra dorsal al intestino, se rodea por la
cavidad pericardial que no se trata de un espacio celémico. En su pared lateral
se abren un par de ostiolos, que son pares a lo largo de los segmentos del
tronco y sélo en la parte posterior, al final del corazén aparece uno unico.
Anteriormente, se abre en el hemocele cuyo espacio se extiende por los tejidos

del animal, el corazdon no presenta claros movimientos peristalticos pero si se
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observa una contraccién simultanea en todo él. Se pueden observar
corpusculos en el flujo de sangre, tienden a moverse posteriormente en el seno
pericardial, cuando se cierra se observa su paso a través de los ostiolos de la
pared del corazon y se dirigen anteriormente una vez dentro del lumen del
corazén. Se mueven en oleadas acompafando a las contracciones del
corazén. La sangre, algunas veces contiene hemoglobina disuelta en el
plasma, aunque esta presenta poco oxigeno disuelto, lo que suele ser

suficiente para ver una pigmentacion sonrosada (Cole y Brown, 1967).

3.- Sistema respiratorio

El intercambio de gas se realiza por permeabilidad en los éxitos
mediales donde se localizan las branquias, por tanto en los apéndices del térax

(Cole y Brown, 1967).

4.- Sistema osmorregulador y Excrecién

Existen un par de glandulas maxilares en el segmento de la segunda
maxila; éstas se las relaciona como un érgano excretor, pero su papel es ante
todo osmorregulador y tienen poco que ver con la excrecion de desechos. El
nitrdgeno se elimina a través de la superficie branquial. Cada glandula maxilar
se encierra en un saco, derivado del espacio celdmico, desde el cual un
conducto excretor largo se dirige hasta el nefridiéporo localizado en la pequefia
maxila. El conducto envuelve a su alrededor el final del saco. La glandula se
rodea del hemocele y se bafa con la sangre. El epitelio de este fondo de saco
se equipa con podocitos que lo que hacen es ultra filtrar la sangre en el
interior del lumen de este fondo de saco; este ultra filtrado se va modificando

segun baja por el conducto hacia el exterior. La artemia es un eficiente
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osmorregulador y soporta importantes rangos de salinidad (Cole y Brown

1967).

5.- Sistema reproductivo

Las gbénadas son dos pares de tubos localizados dorso-lateralmente en
la parte posterior del térax y anterior del abdomen. Durante el apareamiento el
macho se aproxima a la cara dorsal de la hembra y se cuelga de ella con su
larga segunda antena; el macho gira su cuerpo alrededor de la hembra, inserta
los penes en el ovisaco y deposita el esperma, ambos permanecen acoplados
durante algunas horas en las cuales la copulacion puede ocurrir en sélo unos
minutos. Los huevos fecundados permanecen en el ovisaco donde se recubren
de una especie de cascara. Son dos los tipos de huevos que se producen, uno
presenta una fina cascara y eclosiona en el interior del ovisaco, el otro presenta
una cascara mas dura y puede ser viable durante varios afos fuera del agua,
es cuando toma contacto con aguas salinas cuando eclosiona. Ambos, al

eclosionar, originan una larva denominada nauplio (Browne y col., 1993).

6.- Comportamiento de la Artemia

Las artemias adultas nadan constantemente usando los fildpodos de los
apéndices toracicos. El agua en forma de ondas atraviesa la serie de fildpodos
y las particulas de comida pasan al surco alimenticio, y se crea un efectivo con
el movimiento de natacién de las setas. Por tanto, la locomocion y la natacién
son simultaneas. La artemia también se alimenta escarbando en algas de
superficies duras. Los anostracos pueden originar rapidos movimientos por la
flexibilidad de su abdomen a lo que ayuda la seta plumosa con funcién

natatoria (Pardi y Papi, 1961).
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Las artemias presentan tres ojos, es sensible a la luz y da variadas
respuestas a ella. En general, da una respuesta fototactica positiva a bajas
intensidades de luz y negativa a las altas y medias, aunque las respuestas
varian, quiza dependiendo de las condiciones fisiolégicas del animal como
peso, edad o temperatura. Muchos anostracos poseen lo que se denomina
‘reaccidn dorsal a la luz” en respuesta a los rayos solares mantienen su
superficie dorsal en alto, unos pocos como la artemia nadan hacia atras, pero
otros crustaceos salinos se posicionan con su cara ventral en alto porque la luz
natural les viene de arriba, aunque se ha visto que en condiciones
experimentales donde la luz procede de otros puntos esta posicion cambia

(Pardi y Papi, 1961).

6.- Ciclo Vital
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Figura V.14.2.6.1 Ciclo vital de la Artemia franciscana.

Los lagos salados y estanques de las salinas, con poblaciones de
artemias, se encuentran distribuidos por todo el mundo. En ciertos momentos
del afo, grandes cantidades de minusculas particulas marrones (de 200 a 300

micras de diametro) aparecen flotando en la superficie de los lagos y son
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arrojadas sobre las orillas por accién de las olas y el viento. Este polvo
aparentemente inerte esta formado por quistes secos inactivos en estado de
criptobiosis  (durmientes) manteniéndose asi tanto tiempo mientras
permanezcan secos. Una vez puestos en agua de mar, los quistes biconcavos
se hidratan tomando forma esférica y el embridon recobra su metabolismo
reversible interrumpido. Tras unas 24 horas, la membrana externa de los
quistes se rompe y aparece el embridon rodeado de la membrana de eclosion.
Durante las siguientes horas, el embrién abandona completamente la cascara
vacia a la cual permanece todavia unido dentro de la membrana de eclosion,
se completa el desarrollo del nauplio, sus apéndices comienzan a moverse y en
un breve periodo de tiempo la membrana de eclosion se rasga emergiendo el
nauplio que nada libremente. Se pueden considerar los siguientes estadios: Un
periodo de nauplio (L1), periodo de metanauplio con cuatro estadios
(L2,L3,L4,L5), periodo de postmetanauplio con 7 estadios
(L6,L7,L8,L9,L10,L11,L12) y un periodo postlarval con los 5 ultimos estadios
(L13,L14,L15,L16,L17). La artemia requiere alrededor de 14 mudas para
alcanzar su tamafo final, y su madurez sexual la adquiere alrededor de la
duodécima muda, en las artemias las larvas eclosionan con unos pocos
segmentos y gradualmente los aumentan hasta llegar a un numero de 19 con
las sucesivas mudas. Es el teloblasto el que afade nuevos brotes de
segmentos en las mudas hasta alcanzar el numero correspondiente. Los brotes
de los miembros apareceran después sobre estos segmentos pero pasadas
muchas mudas. La artemia adulta al final contabilizara con 19 segmentos en su

tronco (Anderson, 1973).
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6.1 Periodo de nauplio.Larva 1

Comprende el punto final de la incubacion y la eclosion de la artemia,
ésta es muy parecida al huevo, mide aproximadamente 350 um, tiene un color
pardo anaranjado por acumulacion de las reservas vitelinas y presenta un
cuerpo corto que comprende los tres primeros segmentos de la cabeza y un
tronco corto pero sin segmentacion externa. Posee un unico ocelo, también
denominado ojo naupliar, negro o rojo en la cabeza entre el primer par de

antenas (Anderson, 1967).

Figura V.14.2.6.1.1 Vista dorsal y ventral de un nauplio de Artemia franciscana

El cerebro puede ser visible alrededor del ojo de los adultos y a ambos
lados de los ojos se levantan dos anténulas sin cuticula, unirramas y
relativamente pequefias las primeras, las segundas son los mayores apéndices
de los nauplios y les sirven como érganos natatorios. Las antenas son los
primeros 6rganos de locomocion. Las antenas constan de un protopodio con
dos enditos con largas setas, un endopodio con una o dos setas largas y un

exopodio que presenta diez setas terminales. El tercer par de apéndices son
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las mandibulas que se caracterizan por ser unirramas, también se dividen en
protopodio, endopodio y exopodio, respectivamente cada uno presenta dos
enditos con una cerda, dos enditos con dos cerdas y el exopodio con tres setas
terminales. El labrum se extiende entre la segunda antena y las mandibulas,
inmediatamente anterior a la boca, es grande, fino y se alza desde él un
pliegue ventral de la pared del cuerpo. La region postmandibular presenta el
ano sin apertura al exterior (en esta etapa no se alimentan porque su aparato
digestivo no es funcional, tanto la boca como el ano permanecen cerrados y su
nutricion proviene de las reservas del saco vitelino). Se ve insegmentado y sin
ningun brote de los miembros. El telson es la parte posterior del cuerpo,
contiene el teloblasto a partir de donde se formaran los nuevos segmentos, los
segmentos mas antiguos se localizan mas anteriores y los mas jévenes son los

que cierran el telson (Anderson, 1967).

6.2 Periodo de metanauplio

Se trata de una larva pequefia transparente con un tronco largo; como
todavia nada con los apéndices de la cabeza se la sigue considerando un
nauplio, aunque el metanauplio incluye varias mudas durante una serie de dias
que terminan cuando los miembros del la zona anterior del térax comienzan a
ser funcionales, ademas las reservas del vitelo se agotan y la larva debe
comenzar a alimentarse. Anatdbmicamente la cabeza aparece sin segmentar y
esta unida aun largo toérax, y el final anterior esta visiblemente segmentado. El
intestino se extiende desde la cabeza hasta la parte posterior del telson, la
boca esta en la superficie ventral, bajo el labrum y entre las bases de las
mandibulas. El estbmago es mas ancho que el resto del intestino y lo vemos
dorsal a la boca que se conecta a él por medio de un eséfago en posiciéon
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vertical. El intestino medio se extiende posteriormente desde el estbmago, es
relativamente corto y estrecho al principio para aparecer largo al final del
estado de metanauplio. El final posterior corresponde al recto, el cual se abre al
exterior a través del ano, al final del telson. Los ojos sésiles aparecen en
posicion lateral, pero requeriran aun varias mudas para alcanzar su verdadero

estado final (Anderson, 1967).

6.2.1 Larva 2

Difiere en unos pocos caracteres al de L1. Las setas terminales de las
antenas y los exopodios de las mandibulas toman parte en la filtracion, y tan
solo las antenas contribuyen a la locomocion. La parte postmandibular
comienza la segmentacion, dos surcos indican los bordes de las maxilulas vy

del segmento maxilar (Anderson, 1967).

6.2.2 Larva 3

En este momento, en la punta de las antenas se desarrollan unas setas
mas cortas, finas y flageladas, el labrum se engrosa, el aparato filtrador
aparece mas complejo gracias a un engranaje de estrechas sétulas. La region
postmandibular se agranda y aparecen los toracometos | y Il y también los

brotes de las maxilulas y las maxilas (Anderson, 1967).

6.2.3 Larva4d

Maxilulas y maxilas se agrandan, algunas cerdas han comenzado a
formarse en su punta y la region postmandibular se expande. Los toracomeros
I, lll'y IV se diferencian (Anderson, 1967).

6.2.4 Larvas
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Se observan elevaciones redondeadas dorsales a las antenas, son el
inicio de los ojos compuestos. El labrum crece y toma forma de disco, el
estoma se abre hacia una posicion parantenal, los toracomeros V y VI se
segmentan por surcos y aparecen brotes de los futuros miembros. Los
toracopodos Il y aveces Ill muestran un comienzo de articulacion (Anderson,

1967).

6.3 Periodo de postmetanauplio

En este periodo se completa el numero de somitos del tronco y
comienza la transformacion de las antenas hacia su forma definitiva y funcional

(Anderson, 1967).

6.3.1 Larva 6

En la punta de cada anténula se ven brotes de la cuarta y setas tipo I,
una de ellas comienza a diferenciarse como un fino flagelo. Las sétulas del
protopodio y las cerdas en forma de hoz se reducen, esto indica el comienzo de
la transformacion de dichas extremidades. Las mandibulas disminuyen su talla,
las maxilula y maxilas son activas filtrando particulas de comida. Aparecen los
toracémeros VIl y VIl en la region postmandibular y los toracépodos | y Il ya se
ven articulados en su protopodio; los toracépodos Il y IV se pueden identificar
a nivel de protopodio y enditos mientras que los incipientes miembros de los
toracomerosV Y VI carecen aun de articulacion. Se delimita un canal ventral
por medio de los toracopodos y brotes de los miembros: el canal alimentario. El
primer par de extremidades del tronco produce ya corrientes alimentarias,
siendo el aparato filtrador el principal responsable de la recogida de la comida

(Anderson, 1967).
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6.3.2 Larva 7

Las anténulas ya se caracterizan por un completo suministro de setas, la
punta ya tiene la caracteristica organizacién del adulto y las mandibulas
decrecen. Las extremidades comienzan un desarrollo cuticular para poder
producir un tratamiento mecanico en la filtracion de comida. Maxilulas y maxilas
toman su forma final con las siete a diez cerdas distales (en las siguientes
fases soélo creceran en talla). La region postmaxilar aparece con diez
toracomeros. Los toracopodos del | al IV son articulados en un protopodio con
seis, tres, y cuatro enditos respectivamente. Los primeros cuatro pares de
extremidades del tronco constituyen fildpodos activos en la filtracion de comida,
osmorregulacién y respiracion. Los epipodios crecen en talla (branquias)

(Anderson, 1967).

6.3.3 Larva 8

Los ojos compuestos se agrandan. El labrum cambia a forma
trapezoidal. Las antenas disminuyen sus sétulas. En la region postmaxilar se
ven delimitados once toracomeros y el primer segmento genital por surcos
intersegmentales del torax que se terminan. El toracépodo V se articula, del VI
y VII difieren en el desarrollo de las articulaciones. Los toracémeros VIII al X

todavia tienen los miembros sin diferenciar (Anderson, 1967).

6.3.4 Larva 9

Ante todo se diferencia por algunos cambios morfologicos. El labrum lo
circunda un borde trapezoidal, la punta de cada antena tiene unas setas que
crecen hasta alcanzar la forma de una botella con un poro distal, los incipientes

ojos compuestos son protuberantes y la omatida se diferencia, los toracopodos
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VI y VIl finalizan su diferenciacion, el octavo y noveno par de extremidades
comienzan a articularse y el toracomero Xl desarrolla los brotes de sus
miembros. En la region abdominal aparece el segundo segmento y tercer

segmento genital (Anderson, 1967).

6.3.5 Larva 10

En este punto la ématida se multiplica. El labrum reabsorbe parte del
tejido. Se reducen las setas del borde de los enditos y aumentan las cerdas.
Las mandibulas disminuyen la talla. Los toracdépodos VI y VII se llenan
completamente de setas para la filtracion, los VIl y IX finalizan su articulacion y
los toracomeros X y Xl comienzan la diferenciacion de un protopodio y
telopodio. Los segmentos abdominales IV y V se delimitan por medio de surcos

intersegmentales y cada rama desarrolla tres o cuatro setas (Anderson, 1967).

6.3.6 Larva 1l

Las antenas dejan de tener funcién locomotora y de filtracion, las
mandibulas son extremidades rudimentarias segun se va llegando al estado
adulto y la diferencia entre endo y exopodio se hace dificil. Los toracopodos X y
Xl se articulan, las extremidades de los toracomeros VIII y Xl completan su
llenado de setas filtrantes. El abdomen desarrolla sus segmentos VI Y VIl y lo
mismo ocurre dorsalmente en el tronco. Los segmentos abdominales Il y IV
comienzan la formacion de un par de setas en su superficie ventral (Anderson,

1967).

6.3.7 Larva 12
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Ya el borde del labio se encuentra casi completamente reabsorbido, el
labrum forma una especie de lengua, las setas terminales de las antenas se
deterioran, las mandibulas aparecen como un resto de tejido semejante a un
botdon. Los toracépodos X y Xl completan su llenado de setas filtradoras y el
segmento abdominal VIIl y telson se separan por un surco; cubiertos por los
toracépodos los brotes de los penes aparecen como hinchazones globulares en
la porcién ventral del segmento genital, mientras que el saco ovarico se
construye por la fusion del tejido de los I6bulos ventrales de los dos segmentos

genitales (Anderson, 1967).

6.4 Periodo postlarval

Comprende cinco estadios donde se desarrollan las antenas y las

estructuras genitales principalmente (Anderson, 1967).

6.4.1 Larva 13 (Artemia juvenil)

Los ojos compuestos multiplican su extensién y una especie de tallos
empiezan a distinguirse. Las antenas comienzan a tomar la posicion ventro-
lateral y las cerdas terminales se reducen. El brote del pene y el rudimentario

saco ovarico se agrandan (Anderson, 1967).

6.4.2 Larva 14

La lengua toma la forma definitiva y el labrum también. Los tallos de los
ojos avanzan en extension. El protopodio de las antenas toma su posicidon
ventral final. Los endopodios son finas laminas en la base del exopodio. En la
cara interna de cada antena los machos tienen un rudimento frontal que se

desarrolla y las porciones basales de los exopodios de las antenas en ambos
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sexos estan provistas con setas semejantes morfolégicamente a las de los
segmentos del tronco. Los sacos ovaricos y los penes aumentan su talla y los
genitales de los machos muestran orificios diferenciados de vasos. El surco
intersegmental de la porcién ventral que separa los segmentos genitales se

reduce y el segmento ventro-lateral se fusiona (Anderson, 1967).

6.4.3 Larva 15

Los machos ya presentan el exopodio antenal en forma de hoz, tanto en
éstos como en hembras las antenas estan enlazadas juntas por un tejido basal
que cubre también el labrum en su parte basal. El mufién frontal del macho
inicia la formacion de espinas cuticulares. El endopodio decrece en talla

(Anderson, 1967).

6.4.4 Larva 16

Una parte de la superficie dorsal cefalica forma un surco cervical, unido
a la parte basal de la articulacion mandibular. Su funcion sera sostener
tendones y musculos. Los exopodios de las antenas de los machos desarrollan
una articulacion secundaria, el muion frontal se agranda y aparecen espinas
cuticulares y rudimentarios mecanorreceptores. Tanto machos como hembras
sufren un aumento del numero de setas y los endopodios de las antenas

desparecen (Anderson, 1967).

6.4.5 Larva 17

En este estadio las diferencias con el estado adulto son muy pequefas.
Los tallos de los ojos compuestos se extienden, los exopodios de las antenas

de los machos aumentan rapidamente en tamafo formando como una especie
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de pinzas, el mufién frontal desarrolla espinas ramificadas o no y se agranda,
estas espinas pueden ser solitarias o ir en pareja. Algunos a nivel lateral sobre
las extremidades pueden mostrar tejido remanente de las mandibulas. Los
genitales se expanden, los sacos ovaricos forman una espina y una especie de
broche en cada lado. La muda correspondiente a este estadio finaliza el
desarrollo en ambos sexos y se obtiene la organizacion adulta. Los adultos
miden hasta 10 mm de longitud en las poblaciones bisexuales y hasta 20 mm
en las poblaciones parternogenéticas. Los adultos se caracterizan por un
cuerpo alargado con dos ojos compuestos pedunculados, un aparato digestivo
lineal, unas anténulas sensoriales y 11 pares de toracopodos funcionales. El
macho posee un par de piezas prensiles musculosas y muy caracteristicas
(segundo par de antenas) en la region cefalica mientras que en la parte
posterior del térax se pueden observar un par de penes. La hembra no tiene
apéndices distintivos en la regidn cefalica, pero puede ser facilmente
reconocida por el saco ovigero localizado inmediatamente detras del undécimo
par de toracopodos. Como ya ha sido comentado, los huevos se desarrollan en
dos ovarios tubulares situados en el abdomen. Una vez maduros, los oviductos
son visibles (también se denominan sacos laterales). La precépula de los
adultos se inicia cuando el macho sujeta a la hembra entre el ovisaco y el
ultimo par de toracopodos, con sus antenas modificadas y curvadas. Las
parejas pueden nadar durante largo tiempo a lo que se conoce como paseo
nupcial, para ello mueven sus toracoépodos de forma sincronica. La copula es
un rapido acto reflejo: la parte ventral del macho se dobla hacia delante y uno
de los penes es introducido en la abertura del utero fertilizando a los huevos.

En el caso de las hembras preternogenéticas ésto no ocurre y el desarrollo
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embrionario comienza tan pronto como los huevos han llegado al utero

(Browne, 1992).

La reproduccién puede ser: ovovivipara, los huevos fecundados se
desarrollan normalmente a nauplios nadadores que son depositados por la
hembra. En condiciones extremas las glandulas de la cascara (6rganos
localizados en el ovisaco y que son parecidos a uvas), entran en actividad y
acumulan un producto de color marrén (henmatina). Los embriones soélo llegan
hasta un estado de latencia siendo liberados por la hembra, es la reproduccién
ovipara. Los quistes flotan en el agua hipersalina y son llevados hasta orillas
donde se acumulan y se secan. Ante condiciones de nuevo adecuadas, el
mecanismo de dia/pausa se desactiva y los quistes pueden recuperar su
desarrollo embrionario. En condiciones adecuadas, esta especie puede vivir
varios meses, creciendo de nauplio a adulto tan so6lo en 8 dias y
reproduciéndose a una tasa de hasta 300 nauplios en cuatro dias (Browne y

col., 1993).
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Artemia Development from Egg to Adult Stages
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Figura V.14.6.4.5.1Etapas de maduracién de la Artemia.

V.15.- Relevancia medioambiental de los Estuarios

Un estuario es un cuerpo de agua parcialmente encerrado que se forma
cuando las aguas dulces provenientes de rios fluyen hacia el océano y se
mezclan con el agua salada del mar. Los estuarios y las areas circundantes
son areas de transicion de tierra a mar y de agua dulce a salada. La variedad
de habitats de estuario alberga una abundante y diversa vida silvestre. Pajaros

costeros y marinos, peces, cangrejos y langostas, mamiferos marinos, almejas
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y otros crustaceos, gusanos marinos y reptiles son algunos de los animales que
viven dentro y alrededor de los estuarios. Los estuarios son lugares donde el
rio se encuentra con el mar, con ecosistemas muy diferentes unos de otros.
Los beneficios econdmicos de los estuarios deben ser considerados. Las aguas
costeras de los estuarios sostienen infraestructuras publicas, que sirven de
puertos y muelles para la transportacion y embarques. Se han hecho algunos
intentos para medir ciertos aspectos de la actividad econémica que depende de
los estuarios y otras aguas costeras, y asi, en términos generales, los estuarios
proveen habitat para mas del 75% de los peces comerciales y el 80-90% de los

recursos de la pesca recreativa (Day y col., 1989).

La presion que se ejerce sobre ellos, y muy especialmente la
contaminacion hidrica, esta perturbando el balance natural de los ecosistemas
de estuario y amenazando su integridad, ya que el resultado de dicha presién
tiene como resultado tanto la existencia de aguas poco potables como la
aparicion de brotes de algas dafinas, elevada mortandad de peces y vida
silvestre, pérdida de habitats, etc., que crean graves problemas tanto para la
salud humana como para los recursos naturales (Environmental Health Center,

1998).

V.15.1- Relevancia de la Artemia franciscana en los estudios

ecotoxicoldgicos sobre ambientes de agua salada

Las artemias son crustaceos de aguas salinas que toleran un amplio
rango de salinidad, que abarca practicamente desde aguas frescas hasta las

saturadas. Son faciles de criar y también econdmicas, ademas comercialmente
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se puede acceder a sus huevos en cualquier época del afio. La Artemia
franciscana es la mas comun de las especies y una de las mas utilizadas

(Persoone y Sorgeloost, 1980).

Multitud de estudios ecotoxicoldgicos, acerca de la susceptibilidad de
diferentes formas larvarias de crustdceos marinos confirman la idoneidad en su
uso (Conklin y Rao, 1982; Kaur y col., 1996; Barahona y col., 1994; Sanchez-
Fortin y col.,, 1995), y en este sentido, diferentes variedades del género
Artemia, han sido utilizadas como elementos biosensores para la determinacion
del riesgo ecotoxicolégico que supone la presencia de contaminantes en el

medio acuatico.

VI.- OBJETIVO GENERAL

El estudio de letalidad como método de deteccién rapida y temprana, en larvas
de Artemiafranciscana como modelo biosensor para determinacién de toxicidad

en ambientes de agua salada.

VIl.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Atendiendo a los antecedentes descritos en relaciéon con la problematica
medioambiental que surge, derivada del riesgo que supone para la biota la
presencia de biocidas desinfectantes en el medio acuatico, con el presente

trabajo de investigacion se pretende alcanzar los siguientes objetivos:
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e Determinar el riesgo toxicologico de tipo agudo que se pueda derivar de
la presencia de los biocidas seleccionados en ambientes acuaticos de
agua salina, mediante la exposicion de éstos frente a larvas de Artemia
franciscana como organismos presentes en ambientes de estuario y
aguas salubres.

Para desarrollar este modelo, es necesario plantear objetivos parciales, que

en esencia son:

e Establecer el riesgo derivado de la presencia de éste
desinfectante en las poblaciones de Artemia, con el fin de
establecer predicciones acerca de la disminucion de alimento
basico para la poblacion de peces en el medio, mediante la
valoracién en Artemia como elemento fundamental de la cadena
trofica en muchos ecosistemas acuaticos de elevada salinidad,
estableciendo los limites de riesgo, a través de la valoracion y
control de los niveles de desinfectante a través de estos

crustaceos

VIII.- MATERIAL Y METODO

VIIl.1.-Compuesto quimico utilizado

Se realizé una mezcla de diferentes sustancias quimicas seleccionadas
después de una rigurosa revision de las mas utilizadas en mezclas, en funcién
de su capacidad como desinfectante para los problemas usuales en las

plantas desaladoras, produccion acuicola y la desinfeccién de materiales.
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Se ajusta a las caracteristicas de desinfectante virico con amplio
espectro de accién virucida, bactericida y fungicida, basado en un sistema
tamponado de peréxido de hidrégeno acido y acompanado de un alto

porcentaje de surfactante.

Los compuestos quimicos presentes en el desinfectante, asi como su

concentracién, son los siguientes:

- Potasio monoperoxisulfato: 49.4 %.
- Acido sulfamico 4.4 %.
- Acido Malico 8.9. %.

Aplicaciones: en general puede ser utilizado como desinfectante en
desaladoras y estanques, habiendo demostrado una excelente actividad contra
una gran variedad de patégenos que afectan a la produccién acuicola. En
acuicultura de camaron esta indicado contra problemas de vibriosis y como
prevencion de enfermedades virales como “mancha blanca” (WSSV), “cabeza

amarilla” (YHSV) o virus taura. Y también es utilizado como desengrasante.

VIIl.2.-Agua Marina Sintética

La preparacion de agua marina se practico a partir de sal marina
obtenida de Sera (Sera Meersalz, Sera Germany), especialmente preparada
mediante suplementacién de calcio y oligoelementos para un mejor cultivo de
algas e invertebrados de agua salada. Este preparado se presenta libre de

nitratos, fosfatos y salicilatos, y lleva adicionados quelatos especiales que
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contribuyen a la detoxicacion de metales pesados. Para la preparacion de agua
marina reconstituida, se disolvié dicha sal marina en agua destilada hasta
alcanzar una concentracion del 35 %. El agua marina  reconstituiida
posteriormente fue aireada y removida mediante bomba sumergible durante 24
horas, para conseguir las condiciones apropiadas de oxigeno y diéxido de

carbono.

VIII.3.-Obtencidon de Artemia franciscana

La obtencién de larvas de Artemia franciscana se realizd a partir de
huevos desecados obtenidos de Argent (Argent Chemical Laboratories,
Washington, USA) y utilizando la linea ARGENTEMIA Grade 1l Silver Label,
linea procedente del North Arm Great Salt Lake (USA) y que garantiza un
minimo de 260.000 huevos/gr, de los cuales mas de un 92 % eclosionaran en
un intervalo para el tiempo de induccién minimo (To) 9 horas y maximo (Tgg) 16
horas, obteniendo poblaciones homogéneas de nauplios, de las que al menos
un 80 % tuvieron un tamafo de 500-525 pym. La técnica aplicada esta basada
en la metodologia propuesta por Persoone y col. (1989), con modificaciones
planteadas con posterioridad a la metodologia original (Barahona y col., 1994;

Sanchez-Fortun y col., 1995)

Los huevos desecados fueron hidratados en placas de Petri mediante
inmersion en agua destilada a una temperatura de 4°C, manteniéndolos asi por
12 horas en oscuridad. Una vez transcurrido este tiempo, los huevos flotantes
se desecharon, y el resto se transfirieron a una probeta de decantacion que

contenia agua marina reconstituida a 25°C y pH de 8.6, y al que se le aplicd
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una fuente de luz de aproximadamente 1000 Lux. A dicho medio, conteniendo
los huevos hidratados, se le mantuvo con burbujeo continuo, con el fin de

facilitar su eclosion.

Bajo estas condiciones, al cabo de 16-18 horas comenzo la eclosion de
los huevos, y transcurridas 20 horas desde que los huevos fueron incubados en
el medio salino reconstituido se obtuvo una amplia poblacién de nauplios libres.
Dichos nauplios fueron transferidos a placasPetri con medio salino
reconstituido, a 25°C y aireacién. Bajo estas condiciones, los nauplios se
mantuvieron hasta alcanzar las 24 horas de vida, los cuales se utilizaron para

las pruebas de toxicidad.

CISTOS
DESECADOS

AGUA OSCURIDAD
DESTILADA 4 °C

12
HORAS

CISTOS
HIDRATADOS

AGUA 25 °C
MARINA pH 8.6
SINTETICA 1000 lux

| |
LARVAS LARVAS LARVAS

24 48 48
HORAS HORAS HORAS

Figura VIII.3.1 Esquema de la obtencion de larvas de Artemia a partir de cistos
deshidratados (Nota: este trabajo se realizé en estadios de 24 horas).
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VIIl.4.-Estudios de Toxicidad Aguda: Letalidad

VIII.4.1.-Distribucién de larvas de Artemia

Las larvas de Artemia obtenidas, segun los estadios de desarrollo
larvario estudiados, fueron distribuidas en un conjunto de 10 individuos por
cada uno de los 24 pocillos existentes en cada una de las placas multipocillo

utilizadas.

Para ello, un conjunto de larvas procedentes del total de larvas
obtenidas fueron separadas del resto y se transfirieron a una nueva placa Petri,
teniendo cuidado de traspasar el menor volumen de medio salino posible.
Seguido a esto, y por medio de una pipeta Pasteur, un conjunto de 10 larvas se
introdujeron en cada uno de los pocillos, realizandobajo lupa una confirmacion
posterior a su traslado, para asegurar que cada pocillo poseia el numero exacto

de larvas.

VIII.5.-Exposicion de las larvas al biocida

VIII.5.1.- Exposiciones previas

Con el biocida en cuestion se realizaron ensayos de toxicidad previos,
con el fin de determinar los valores de concentracion letal minima (CLnin) Y
concentracién letal maxima (CLnax). Para su obtencién, se realizaron ensayos
sobre placas multipocillo, a concentraciones crecientes de cada uno de los
biocidas ensayados. Asi, con posterioridad a la exposicion, las placas
multipocillo se incubaron a 25°C en una camara de cultivo, en ambiente de

oscuridad y durante un periodo de 24 horas. Pasado este tiempo, se realizo la

53



lectura de la placa bajo lupa binocular, contabilizando el numero de larvas vivas
y muertas en cada uno de los pocillos. En este sentido, y con el fin de
establecer parametros similares para todos los estudios, se considerdé que una
larva estaba muerta cuando no exhibia ningun tipo de movimiento durante un

periodo de observacién de 10 segundos.

LARVAS DE
ARTEMIA

24 48 72
‘ HORAS HORAS ‘ HORAS
[ |
EXPOSICIONES
PREVIAS
CONCENTRACIONES 24 HORAS, 25 °C
‘ CRECIENTES # OSCURIDAD
[ |
CONCENTRACION LETAL MINIMA | | CONCENTRACION LETAL MAXIMA
‘ CLmin ClLmax
[ |
I
[ | | |
NIVEL CONCENTRACION NIVEL CONCENTRACION NIVEL CONCENTRACION NIVEL CONCENTRACION
1 ‘ 2 3 ‘ 4
[ | | |
EXPOSICIONES
‘ FINALES ‘

CONCENTRACION LETAL 50 | | LIMITES DE CONFIANZA 95%
CLso LC (95%)

Figura VIII.5.1.1 Esquema de la realizacién de los ensayos de letalidad con
larvas de Artemia (Nota: so6lo de 24 horas)
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Para la validacion de los ensayos realizados, fue necesario que los datos
obtenidos en las columnas control, tanto control negativo como control del
solvente en su caso, fueran iguales o superaran el 90% de supervivencia de
larvas, descartando todo aquel ensayo que no superara este requisito.De esta
forma se obtuvieron las correspondiente CLnin y CLmax correspondientes al
estadio larvario (24horas de vida) y en el biocida ensayado, la maxima
concentracién ensayada capaz de no provocar efecto letal a ningun individuo
expuesto en los cuatro pocillos correspondientes a la columna empleada para
dicha concentracion, y la segunda la menor concentracion ensayada capaz de
provocar efecto letal a todos los individuos expuestos en los cuatro pocillos
correspondientes a la columna empleada para esa concentracion. De esta
forma, quedaron establecidos los rangos de concentracion que posteriormente

seaplicaron para los diferentes ensayos de toxicidad aguda.

VIII.5.2.- Exposiciones finales

Una vez determinadas la CLmin Y CLmax, S€ practico la correspondiente
exposicion al biocida sobre el estadio larvario con el cual queremos trabajar,
aplicando un total de 5 concentraciones dentro del rango establecido, que
corresponderian a las columnas 2, 3, 4, 5 y 6 de la placa multipocillos, y
reservando a la columna 1 como control, para el estudio de letalidad sobre la

mezcla desinfectante.

Las condiciones de ensayo se practicaron de igual modo a como fueron

realizadas para los ensayos preliminares, realizando un total de 8 réplicas.
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VIII.5.3.-Expresion de los Resultados

La letalidad es expresada como Concentracion Letal 50 (CLsp) junto a
sus limites de confianza al 95 % (CL 95 %), de acuerdo con la metodologia
de Litchfield y Wilcoxon (1949), desarrollada por el programa estadistico
Pharmacologic Calculation System (PCS versién 4.0, New York). Para

efectos estadisticos, todas las pruebas fueron repetidas 8 veces (n=8).

IX.- RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos tras la aplicacion del producto a la dilucién
1:100 provocaron la muerte de todos los nauplios de Artemia franciscana. La
observacion de la experiencia se practicé segun metodologia, es decir,
pasadas 24 horas, el estudio morfoldégico de los nauplios revela que los
organismos no han desarrollado las mudas correspondientes al tiempo de
exposicion, por lo que cabe deducir que la letalidad se produjo en un tiempo

muy corto tras la exposicion al producto.

La aplicacién en los ensayos de concentraciones crecientes del
formulado ha permitido obtener un valor de CLsy, de 81.8 (60.57-107.82)
mg/L, lo que representa una concentracion considerada como poco téxica a
la hora de evaluar los efectos toxicos de tipo agudo provocados por efluentes
(USEPA, 1991).El analisis de regresion lineal de los resultados obtenidos en
exposiciones a diferentes concentraciones del compuesto queda reflejado en

la Figura I1X.1.
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Figura 1X.1. Analisis de regresion lineal correspondiente a los porcentajes de
letalidad sobre larvas de Artemia obtenidos a las 24 horas de exposicion de
la mezcla desinfectante.

Segun la clasificacion de toxicidad aguda propuesta por la OCDE vy la
EPA, para la determinacién del riesgo medioambiental de los distintos
contaminantes, se incluyen en la Clase | todos aquellos compuestos que
presentan una CLsp inferior a 1 mg/L, Clase Il cuando la CLs, obtenida se
encuadra entre 1y 10 mg/L, y Clase lll cuando el valor de este parametro se
incluyen en el rango entre 10 y 100 mg/L. Atendiendo a esta clasificacion, los
resultados de toxicidad aguda obtenidos para larvas de Artemia con el
biocida estudiado, se encuadrarian dentro de los de clase lll correspondiente

a contaminantes de baja toxicidad.

Estos resultados indican que las larvas de Artemia presentan una
menor sensibilidad que otros organismos acuaticos, cuando son expuestos
al hipoclorito de calcio. Asi, el valor de CEspus oObtenido frente a

exposiciones sobre Daphnia magna, crustaceo de agua dulce, fue de 6.5
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mg/L (Hedgecott y col., 1997), claramente inferior al obtenido en este
estudio. La comparacién entre ambos organismos parece indicar importantes
diferencias de sensibilidad entre organismos de agua dulce y agua salada,
fundamentalmente influenciadas por factores como el pH y la salinidad del
medio, y asi aparecen datos en la literatura que demuestran como los
valores de toxicidad en organismos acuaticos estan influenciados por el
grado de salinidad del medio, y cédmo diferentes organismos acuaticos de
ambientes salinos, como la Artemia, poseen una gran capacidad de
osmorregulacién que contribuye a presentar una mayor resistencia frente a
los contaminantes (Inman y Lockwood, 1977; Ferrando y Andreu-Moliner,
1991). Pese a ello, resulta importante establecer una bateria de ensayos
toxicolégicos con organismos biosensores de ambientes acuaticos de alta
salinidad para determinar el impacto de estos biocidas sobre ecosistemas

marinos y de estuario.

La comparacion de la toxicidad aguda sobre larvas de Artemia entre el
desinfectante hipoclorito de calcio y otros desinfectantes de amplia
aplicacion ha puesto en evidencia que éste, por lo general, provoca menor
impacto sobre los ecosistemas acuaticos de alta salinidad que el resto. En
general, los principales formulados utilizados para limpieza y desinfeccion
presentan toxicidades mas altas que el desinfectante utilizado en el presente
estudio sobre diferentes especies de ambientes marinos (Liao y Guo, 1990;
OPP, 1995; Utsonomiya y col, 1997). Especificamente en estudios
realizados mediante exposiciones de cloruro de tetrakis (hidroximetil)
fosofonio frente a larvas de Artemia salina establecieron una CLsg entre 1.99-

2.52 mg/L (Espiritu y col., 1995). Por el contrario, las larvas de Artemia han
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resultado ser mas sensibles a hipoclorito de calcio que a otros
desinfectantes como el peréxido de hidrégeno, con un valor de CLso de 920
mg/L (Matthews, 1995), o al bromuro de sodio que se presenta como

practicamente atoxico en los ambientes acuaticos (USEPA, 1999).

Haciendo un estudio comparativo con resultados de letalidad a
diferentes tiempos de exposicidon sobre alevines de pez Medaka, (se incluyen
en la Tabla 1). La aplicacion del Test de Duncan sobre los experimentos,
indica que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
resultados obtenidos en cada uno de los 4 experimentos realizados. El
analisis de estos datos indica un aumento progresivo concentracion-

dependiente de la toxicidad de la sustancia problema estudiada.

En las primeras 4 horas de exposicion aparece un alto grado de
toxicidad a las concentraciones superiores, siendo del 100 % de letalidad para
40 mg/L, 70 % para 30 mg/L y 40 % para 20 mg/L. A concentraciones menores

no se produjo letalidad.

Los valores de CLsp junto con los limites de confianza al 95% queda
establecida en 21.2 (17.79-25.25) mg/L para exposiciones de 24 horas de
duracién (CLspps)). Este valor resulta ser significativamente menor a los
obtenidos en ensayos de toxicidad aguda con trucha arcoiris (Oncorhynchus
mikis), en los que quedo establecida una CLsg9s) de 53 mg/L, lo que supondria
una mayor sensibilidad de los organismos empleados frente a exposiciones de
este desinfectante, si bien los valores obtenidos resultan mas altos que los
obtenidos para otras especies acuaticas, como por ejemplo Daphnia, donde

quedd establecida una concentracion eficaz 50 (CEspus) de 3.5 mg/L
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(Hedgecott y col., 1997) La aplicacion del analisis estadisitico (Test de Duncan)
indica que no existen variaciones significativas entre los datos obtenidos tras la

exposicion a 24 horas.

La previsible evolucién de la toxicidad es presentada en la Figura 1. Los
datos obtenidos en el experimento fueron tratados mediante un analisis de
regresion lineal, con la generacion de las respectivas rectas segun el periodo

de exposicion analizado.

El estudio de las posibles anomalias visibles dieron como resultado la
existencia de dificultad respiratoria, en mayor o menor grado, de la mayoria de
los alevines en las exposiciones a las concentraciones mas altas estudiadas y
al principio de la exposicion. Sin embargo, dicha dificultad respiratoria es
transitoria y no se mantuvo en los alevines supervivientes del ensayo, lo que
resultdé normal teniendo en cuenta el caracter tensoactivo de la sustancia
problema. El grado de dificultad respiratoria obtenido en estos ensayos es
similar al observado por otros autores (Smits y col.,, 1994) en ensayos de
toxicidad de surfactantes con otras especies piscicolas, estableciendo una
relacion entre estos compuestos y la reduccion de la tension superficial del
medio acuatico. Adicionalmente, los cambios de permeabilidad de membrana
en las agallas de los peces, observados en las exposiciones a surfactantes
(Helenius y Simons, 1975) podrian ser un elemento determinante a la hora de

valorar este efecto adverso observado.

Los resultados obtenidos en el trabajo indican que el desinfectante en
cuestion  presenta una baja toxicidad aguda para peces, y puede ser

clasificado como sustancia poco toéxica (segun clasificacion ecotoxicolégica de
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EPA) en su exposicion medioambiental acuatica sobre alevines de medaka
(Oryzias latipes). (Bartolomé y Sanchez Fortun, 2006) al igual que ocurre con

los resultados obtenidos en este trabajo.

CLso (LC 95 %)
COMPUESTO N

(mgl/l)

24 h 48 h 72 h 96 h

potasio
monoperoxisulfato

(49.4 %),

acido sulfamico 2192 18.96 17.38 13.43

(4.4 %) 4
(17.79-25.25) (15.78-22.78) (14.72-20.52) (11.02-16.36)
acido malico

(8.9%)

Tablal.Valores de concentracion letal 50 (CLsp), con sus
correspondientes limites de confianza al 95% (LC 95%), obtenidos mediante la
exposicion a la mezcla de desinfectante de alevines de medaka (Oryzias
latipes), a diferentes tiempos de exposicion
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Figura 1. Analisis de regresion lineal correspondiente a los porcentajes de
letalidad en alevines de medaka (Orizias latipes) obtenidos a 24, 48, 72 y 96
horas de exposicion al desinfectante.
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X.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que la presencia del compuesto
desinfectante,en los efluentes vertidos en ambientes de estuario representa
un bajo riesgo toxicolégico a corto plazo para la biota presente en dichos
ecosistemas, y que el impacto que supone su presencia sobre larvas de
Artemia franciscana es lo suficientemente reducido como para no esperar
que dichos efluentes puedan modificar significativamente la cadena tréfica

en estos ambientes.
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