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GLOSARIO

Agua reconstituida: Agua preparada con reactivos establecidos, con el fin de
generar las condiciones ambientales presentes en los ecosistemas en los cultivos

mantenidos en el laboratorio.

Aguas residuales: Las aguas de composicion variada provenientes de las
descargas de usos municipales, industriales, comerciales, agricolas, pecuarias,

domésticos y similares, asi como la mezcla de ellas.

Agudo: Exposiciones o efectos a corto plazo. En toxicologia experimental,
estudios de corta duracion, normalmente de 24h, o de dos semanas o0 menos,

iniciados por la administracion de una dosis unica.
Antropogénico: Causado o influido por actividades humanas.

Bioacumulaciéon: 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 ingestién.

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 circulacion general de cualquier ser vivo.

Bioensayo: Procedimiento para evaluar la actividad bioldgica, la presencia o la
cantidad de una sustancia (toxico, toxina, hormona, antibiético, etc.) mediante la
medida de sus efectos sobre un organismo o cultivo celular en comparacién con

una preparacion estandar apropiada.

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.

VI



Biomarcador (Bioindicador): Parametro que puede utilizarse para identificar
un efecto toxico en un organismo, y puede permitir la extrapolacion interespecies.
Indicador que sefala un acontecimiento o una situaciéon en una muestra o sistema

bioldgico y proporciona una medida de la exposicion, el efecto o la susceptibilidad.

Cadena troéfica: También llamada cadena alimentaria, es la secuencia de
transferencia de materia y energia en forma de alimento de organismo en

organismo en niveles troficos ascendentes o descendientes.

Carcinogénico: Es un agente fisico, quimico o bioldgico potencialmente capaz

de producir cancer al exponerse a tejidos vivos.

Concentracion: Cantidad de una sustancia, expresada en peso o en moles
(S), por unidad de peso o volumen del medio en que se encuentra (C=S/Kg;

C=S/L). Puede expresarse como porcentaje (riqueza). No es sinonimo de dosis.

Concentracion Letal Media (CLso): Concentracion, calculada
estadisticamente, de una sustancia en el medio, que se espera que mate al 50%

de los organismos de una poblacién bajo un conjunto de condiciones definidas.

Contaminante: Sustancia ajena, presente en un sistema natural en una
concentracion mas elevada de lo normal por causa de actividad antropica directa o
indirecta. En un sentido mas amplio se le define como la presencia de cualquier
agente fisico, quimico o bioldgico, o de combinaciones de los mismos en lugares,
formas y concentraciones tales y con tal duracion que sean o puedan ser nocivos
para la salud, la seguridad o bienestar de la poblacion, o perjudiciales para la vida
animal y vegetal, o que impidan el uso y goce de las propiedades y lugares de

recreacion.

Control: Sustancia o preparacion conocida que se utiliza como referencia o
testigo en las determinaciones cualitativas y cuantitativas, para detectar

interferencias o errores analiticos.

Crénico: Ocurre durante un periodo relativamente largo de exposicion (una

porcion significativa de la vida del organismo >10%).
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Curva concentracion-respuesta: Grafico que relaciona la concentracion de la
exposicion y la proporcion de individuos de la poblacion que manifiesta un efecto

determinado.

Ecosistema: Entidad funcional constituida por todos los organismos
(microorganismos, animales y plantas) que viven en un area natural determinada y
que interaccionan mutuamente y con los componentes fisicos y quimicos de su

ambiente; es la unidad estructural y funcional en ecologia.

Ecosistema acuatico: Es la unidad funcional basica de interaccién de los
organismos vivos entre si y de estos con el ambiente acuatico 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.

Ecotoxicologia: Estudio de los efectos toxicos de los agentes fisicos y
quimicos sobre las poblaciones y comunidades de los ecosistemas; abarca las
formas de transferencia de estos agentes y sus interacciones con el ambiente. La
Ecotoxicologia prospectiva evalua 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.

Efluente: Liquido, sélido o gas emitido o descargado desde una fuente al

medio ambiente.

Ensayo de toxicidad: Estudio experimental de los efectos adversos de una
sustancia sobre un organismo vivo, durante un tiempo determinado y condiciones
definidas. Mide las proporciones de organismos afectados (efecto cuantal) o el

grado de efecto (graduado) luego de la exposicion a la muestra.

Ensayo de toxicidad aguda: Estudio experimental para determinar los efectos
adversos que pueden aparecer en un corto tiempo (usualmente dos semanas)
después de una dosis unica de una sustancia, o de varias dosis administradas en
24h.



Factores Abiodticos: 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 Biéticos: Son todos los organismos que tienen vida. Pueden

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

Genotéxico: Es la capacidad para causar dafio al material genético por
agentes fisicos, quimicos o bioldgicos; el dafio en el material genético incluye no
solo 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.

Grupo control: Grupo seleccionado o establecido necesariamente antes de un
estudio, integrado por humanos, animales, células, etc., en todo idéntico al grupo
que se estudia, y mantenido en la misma situacidn y condiciones que éste, pero

sin someterlo a la exposicion.

Lixiviacion: Fendémeno 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 organismo y ello

incrementa la frecuencia de mutaciones por encima del nivel natural.

Nauplio: Es la primera etapa de desarrollo de un crustaceo y abarca desde

que emerge del huevo hasta la primera muda.

pH: Potencial de Hidrégeno, mide la concentracion de iones hidronio presentes

en el agua. Indica la acidez y/o basicidad del agua.



Quiste: Es un estado de desarrollo embrionario en etapa de gastrula, protegido
por una cubierta constituida por tres estructuras; coridn, membrana cuticular

externa y cuticula embrionaria.

Respuesta: Proporcién (porcentaje) de poblacién expuesta que experimenta
un determinado efecto o proporcion de un grupo de individuos que manifiesta un

efecto concreto, tras una dosis determinada y un tiempo dado.

Teratogénico: Es una sustancia, agente fisico o quimico u organismo capaz
de provocar un defecto congénito (malformacion) durante la etapa reproductiva de

algun organismo.

Toxicidad: Es la capacidad de una sustancia para causar algun efecto nocivo
sobre un organismo vivo. Se debe hacer referencia a la cantidad administrada o
absorbida (dosis o concentracion), la via (inhalacion, ingestion, inyeccion, etc),
distribucion en el tiempo (dosis simple, multiple), naturaleza y severidad del dafo

producido y el tiempo necesario para producir el efecto.

Toxicidad aguda: Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos
dentro de un corto plazo de tiempo (usualmente hasta 14 dias) después de la
administracion de una dosis uUnica (o una exposicion dada) o tras dosis o

exposiciones multiples en 24h.

Toéxico: Es cualquier sustancia pura o combinada que, al entrar en contacto
con un organismo, produce dafos estructurales, alteraciones bioquimicas o
fisiolégicas o incluso la muerte, dependiendo de la concentracién y del tiempo de

exposicion.

Xenobidtico: Deriva del griego xeno (‘extraio’) y 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.
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RESUMEN

El potencial impacto que representa la contaminacién por metales en el
ambiente acuatico como resultado de la actividad industrial, urbana y en el
tratamiento de aguas residuales, precisa de estudios ecotoxicolégicos constantes.
Precisamente el sulfato ferroso se utiliza en la purificacion de agua por floculacién
y en la eliminacion de fosfatos de las plantas de tratamiento de aguas municipales
e industriales; otros usos se dan en la fabricacion de tintas, como acondicionador
del césped y para eliminar los musgos, terminando siendo todos ellos vertidos en

aguas costeras.

La presente tesis establece a través de un bioensayo de toxicidad aguda la
evaluacion del efecto toxicologico del FeSO4 a 24h de exposicion y la influencia de
la variacion del pH sobre nauplios de Artemia franciscana, un anostraca

plancténico de ecosistemas salinos.

Los resultados obtenidos para los valores de pH 4.5, 5.5 y 6.5 fueron para una
CLso4) de 43.25 mg/L, 41.30 mg/L y 42.66 mg/L respectivamente, mientras que
para el pH control (8.5) la CLso(24) fue de 172.98 mg/L. Segun estos resultados, a
valores de pH bajos, el FeSO4 es mas toxico a corto plazo para los nauplios de

Artemia franciscana.

Palabras clave: Artemia franciscana, sulfato ferroso, ClLso, pH, aguas

residuales
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ABSTRACT

The potential impact of metal contamination on the aquatic environment as a
result of industrial activity, urban and wastewater treatment, requires constant
ecotoxicological studies. Precisely the ferrous sulfate is used in the purification of
water by flocculation and in the elimination of phosphates from municipal and
industrial water treatment plants; other uses are given in the manufacture of inks,
such as lawn conditioner and to remove mosses, all of which are discharged into

coastal waters.

The present thesis establishes through an acute toxicity bioassay the
evaluation of the toxicological effect of FeSO4 at 24h exposure and the influence of
the pH variation on nauplii of Artemia franciscana, a planktonic anostraca of saline

ecosystems.

The results obtained for the pH 4.5, 5.5 and 6.5 values were for a LCso(24) Of
4325 mg /L, 41.30 mg /L and 42.66 mg / L respectively, whereas for the control
pH (8.5) the LCso24) was 172.98 mg / L. According to these results, at low pH

values, FeSOs4 is more toxic in the short term for Artemia franciscana nauplii.

Keywords: Artemia franciscana, ferrous sulfate, LCso, pH, sewage water
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1. INTRODUCCION

El 63% del agua utilizada en el pais para uso consuntivo (uso agricola,
abastecimiento publico e industria) proviene de fuentes superficiales (rios, arroyos
y lagos), mientras que el 37% restante proviene de fuentes subterraneas
(acuiferos) (CONAGUA, 2008); la ausencia de programas efectivos de vigilancia y
control de contaminantes del ambiente costero mexicano, la creciente
industrializacion y urbanizacion de la zona costera mexicana y sobre todo la falta
de una verdadera aplicacion de normas ambientales han ocasionado que el 30%
de los rios y las lagunas del Golfo de México estén contaminados por metales

(Mancera y Alvarez, 2006).

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 concentracion en el medio y de su
combinacion con compuestos presentes en los sedimentos costeros y su ingreso a
las cadenas alimentarias, donde pueden ocurrir procesos de bioconcentracion,
bioacumulacién y posteriormente biomagnificacién (Ponce-Vélez y Vazquez-
Botello, 1991).

Para establecer el riesgo asociado a la contaminacion en los sistemas
acuaticos, es necesario conocer el comportamiento dinamico de estos
contaminantes. En el caso de los metales descargados al medio ambiente por via
antropogénica, los efectos ecoldgicos estan relacionados a sus propiedades
quimicas y también con las caracteristicas fisicas y quimicas de los sedimentos.
Todos estos factores intervienen en la migracion quimica de los contaminantes en

los sistemas hidrologicos. (Leckie, 1995; Benjamin y Leckie, 1995).

Es sabido que la toxicidad de los metales en habitats acuaticos depende de las

caracteristicas fisicoquimicas del agua, tales como la materia organica en



suspension, el pH, la proporcién de gases disueltos y la dureza de la misma
(Paquin et al., 2002). La naturaleza de acidos de Lewis de los cationes derivados
de los metales pesados conlleva que se vea influenciados por el pH del medio.
Asi, en funcién de la acidez o basicidad del medio y de los aniones presentes en la
disolucion, pueden estar formando multitud de sales neutras, acidas o basicas. A
través de un estudio sobre la solubilidad de niquel (II), zinc (ll), cobre (ll) y hierro
(I11) en aguas de origen residual, se observa una importante influencia del pH en
relacion a la concentracion de los iones en solucidén ya que en rango de 5y 3.5
existe la mayor retencién de Zn (116-85 ppm) mientras que a partir de 3.5 la
concentracion de los iones Cd es minima, esto significa que existe un efecto de
intercambio i6nico (Bouju, 2003). En concreto, existen estudios donde se afirma la
existencia de competencia entre los iones metalicos y los protones del agua;
debido quizas a que comparten sitio de unidon en la membrana externa,

denominado “ligando biético” (Meyer et al., 1999; De Schamphelaere et al., 2005).

Las sales ferrosas, como el sulfato ferroso, se utilizan en el tratamiento de
anemias ferropénicas, las sales férricas como astringentes, y ciertos Oxidos de
hierro como pigmentos en cosmética (Armijo et al., 2015). El sulfato ferroso se usa
para purificacion de agua por floculacién y para eliminar fosfatos en las plantas de
depuracion, municipales e industriales para prevenir la eutrofizacion de masas de
aguas superficiales (Blanco, 2009). El ion ferroso se encuentra disuelto en aguas
naturales subterraneas, de pH acido y medio reductor (Armijo et al., 2015). Todas
estas especies resultan contaminantes en sus diferentes vertidos. La potencial
problematica contaminante ha hecho actualmente de la Ecotoxicologia un campo
multidisciplinario importante, el cual integra a la Toxicologia y a la Ecologia
(Chapman, 2002), la cual difiere de la Toxicologia Ambiental en que integra los
efectos de los estresores a través de todos los niveles de organizacién bioldgica
desde el nivel molecular hasta los ecosistemas, mientras que la Toxicologia

Ambiental se enfoca a los efectos a nivel de individuo o niveles inferiores.

Ante los posibles riesgos contaminantes que derivan de lo anteriormente
comentado, el objetivo del presente trabajo, fue evaluar el efecto del sulfato

ferroso ante variaciones de pH sobre el primer nivel tréfico a través del
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zooplancton, utilizando un bioindicador representativo de ecosistemas acuaticos
salinos Artemia franciscana, microcrustaceo que presenta una alta adaptacion
fisiologica que le permite la supervivencia en un amplio rango, tanto de salinidad
(35-170%), asi como de temperatura (6-40°C). Sin embargo, se trata también de
un organismo sensible que en tiempos reducidos permite detectar efectos téxicos,
ademas su facilidad de cultivo, corto ciclo de vida y su distribucion cosmopolita, le
ha hecho ganar popularidad como organismo de prueba en estudios de
Toxicologia y sobre todo ser una buena alternativa al uso de otros bioensayos in
vivo (Papadopoulos et al., 2004).



2. MARCO TEORICO

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha manifestado que “el goce del
grado maximo de salud que se pueda lograr es uno de los derechos
fundamentales de todo ser humano sin distinciébn de raza, religion, ideologia
politica o condicion econdmica y social’. Para la OMS la salud es un “estado de
completo bienestar fisico, mental y social”, quedando fijado el nivel de salud por el
grado de armonia que exista entre el hombre y el medio que sirve de escenario o
de recurso de vida. La contaminacién del medio acuatico (figura 1) es uno de los
factores importantes que rompe esa armonia entre el hombre y su medio
ambiente. Se puede definir contaminacion como la accion y el efecto de introducir
materias o formas de energia, o inducir condiciones en el agua que, de modo
directo o indirecto, impliquen una alteracién perjudicial de su calidad en relacion

con los usos posteriores o con su funcién ecolégica (Menéndez, 2010).

El crecimiento progresivo de los nucleos humanos, el aumento de la densidad
poblacional, las actividades artesanales y ganaderas, el cultivo intensivo de la
tierra para satisfacer las exigencias de una poblacion que evoluciona y el
desarrollo industrial son las causas principales del aporte de residuos que
contaminan las aguas subterraneas, los rios, los lagos y los mares, destruyendo o
modificando la fauna y la flora, rompiendo el equilibrio del ecosistema, asi como la

armonia entre el hombre y su medio (Menéndez, 2010).
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Figura 1. Contaminacién del medio acuatico (&Lrtebjerg et al., 2003).

Los téxicos que entran a las aguas marinas de fuentes municipales, agricolas e
industriales pueden permanecer suspendidos en la columna de agua, ser
incorporados a la biota acuatica o depositados sobre el fondo e incorporarse en
los sedimentos marinos. Algunos de estos contaminantes quimicos son muy
persistentes, mientras que otros son mas susceptibles a transformaciones fisicas,
quimicas o biolégicas (Beg et al., 2001); dando lugar al proceso de
biomagnificacion (figura 2), que es la secuencia de procesos en un ecosistema por
medio de la cual las concentraciones de una sustancia especifica aumentan
progresivamente a lo largo de la cadena trofica y son mas elevadas en los
organismos de mayor nivel trofico, es decir, en los niveles superiores de la cadena

alimenticia (Martinez y Romieu, 1997).



Figura 2. Biomagnificaciéon y Bioacumulacién de téxicos (Fuente:
http://lwww.ecoticias.com/residuos-reciclaje/115317/bioacumulacion-toxicos)

La determinacion de los efectos toxicos de los compuestos quimicos que
ingresan como contaminantes a través de efluentes descargados en los sistemas
acuaticos, constituye una de las principales tareas de los investigadores dedicados
al andlisis de la calidad del agua y actualmente a los que realizan estudios de
evaluacion de riesgo ambiental. En paises desarrollados, esta problematica se ha
canalizado efectivamente a través de esquemas normativos que incluyen de
manera importante la determinacion de los efectos sobre los sistemas bioldgicos,
tanto en exposiciones de corto como de largo plazo (Hobbs et al., 2005), y se ha
llegado incluso hasta el nivel de no sélo determinar lo que ocurre con las especies
aisladas, representativas de estos ambientes, sino que se han impulsado de
manera importante los estudios sobre las rutas y mecanismos de transporte de los

contaminantes en los ecosistemas y la determinacion de la acumulacién,



transformacién y efectos diferenciales que ocurren en las comunidades que
habitan ahi, lo que ha dado lugar al desarrollo de una nueva disciplina cientifica

conocida como Ecotoxicologia (Maki, 1983).

La SEMARNAT (Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales) ha
identificado varias de las actividades que son de su competencia, tales como la
revision de estudios ecotoxicologicos para el registro de nuevos plaguicidas, el
analisis de estudios de evaluacidon de riesgo ecoldgico, la caracterizacién de los
residuos industriales, la evaluacién de la contaminacion por emisiones, fugas,
derrames y descargas, entre otras requieren de procedimientos estandarizados
para medir los impactos que ocasionan sobre los organismos y los ecosistemas.
Hoy en dia dichas actividades se regulan unicamente con analisis fisicoquimicos,
con los cuales no es posible determinar los efectos bioldgicos. Por tal motivo, es
importante complementar dichos analisis con bioensayos de toxicidad para
determinar los efectos sobre los individuos, los cuales puedan afectar a las
poblaciones y los ecosistemas en general. Con la interaccion de la informacién
generada en ambas pruebas (fisicoquimicas y biologicas) se contara con una
vision mas completa de los efectos adversos que ocasionan los contaminantes
sobre los componentes bidticos y abidticos de los ecosistemas, coadyuvando a
determinar medidas integrales para proteger el ambiente (Ramirez y Mendoza,
2008).

Otro uso de los ensayos ecotoxicolégicos se puede encontrar en el control de
las descargas de aguas residuales; en los ochentas, la EPA (Environmental
Protection Agency) reportdé que al controlar las descargas Unicamente a través de
requerimientos de tratamiento basados en la tecnologia, muchas de las descargas
seguian siendo toxicas y podian causar problemas de calidad del agua. Entonces,
el NPDES (National Pollutant Discharge Elimination System) fue implementado y
los métodos quimicos especificos, asi como algunas pruebas bioldgicas fueron
recomendados para la evaluacion y reduccion de las descargas toxicas (EPA,
2004).



Tiempo después, los limites para los efluentes debian controlar la toxicidad de
estos para garantizar la proteccion de la vida acuatica y se recomendd una serie
de bioensayos o pruebas bioldgicas agudas y cronicas que incluian algas, peces e
invertebrados tanto de agua dulce como marina; todas las pruebas pasaron por
una evaluacion exhaustiva que concluyé con la publicacion en 2002 de los
protocolos actualmente aceptados (EPA, 2002a; EPA, 2002b; EPA, 2002c), los
cuales son utilizados para probar la toxicidad de los efluentes y asi calcular la
dilucion que debe aplicarseles para poder ser descargados en los ecosistemas

acuaticos.

2.1 CALIDAD DE LAS AGUAS

La calidad del agua proporciona un indicador de la salud del ecosistema y se
puede utilizar para identificar fuentes potenciales de contaminacion ambiental
(Bilotta et al., 2008). Las aguas de los lagos, mares y rios libres de contaminacién
antropica tienen, de todos modos, impurezas; las que no estan incluidas dentro del
concepto de contaminacion. Estos elementos o particulas se incorporan al agua al
atravesar, como precipitacion, las nubes y la atmdsfera y al discurrir por el suelo o

a través de él (Menéndez, 2010).

Ahora bien, el hombre no s6lo ha utilizado las aguas para su consumo sino
también para su actividad y confort, convirtiendo las aguas usadas en vehiculo de
desechos. De aqui proviene la denominacion de aguas residuales. Pueden
distinguirse dos clases de aguas residuales: Aguas blancas o de lluvia y Aguas
negras o urbanas.

En cuanto a las zonas costeras con sus complejos y fragiles ecosistemas
terrestres y marinos, tienen gran importancia la calidad de sus aguas ya que son
lugares para la eclosion y el crecimiento de peces, mamiferos marinos y anfibios,
proveen alimento y proteccion a cientos de especies, ocupan el 18% de la
superficie terrestre y proveen mas del 90% de la captura mundial de peces. Sin

embargo, ellas reciben casi toda la descarga de aguas residuales, incluidas las
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negras y quimicos procedentes principalmente de la agricultura, lo que conducira a
una eutrofizacién (Figura 3) unida a la destruccion y alteracion del habitat, cambios
en la hidrologia y el flujo de sedimentos (Menéndez, 2010).

PROCESO DE EUTROFIZACION

Aportacion de [ R i Aumenta la
Nitrégenoy Fosforo, R R turbidez del agua.

Disminucionde la
Mueren las plantas _ penetracionde la
del fondo. luz solar.

Mueren los Descomposiciondela
organismaos. materia organica.

Figura 3. Eutrofizaciéon (Menéndez, 2010).

2.1.1 PARAMETROS DE CALIDAD

El contenido total de materia sélida contenida en el agua se define como sdlidos
totales (ST), comprendiendo tanto los organicos o volatiles (V) como los

inorganicos o fijos (F). Estos pueden encontrarse como (Menéndez, 2010):

- Sodlidos disueltos (SD), que no sedimentan, estando en estado i6nico o
molecular.

- Solidos en suspension (SS), que pueden ser sedimentables (Ss), los que
por su peso sedimentan facilmente en un periodo de tiempo (2 horas en

cono Imhoff), y no sedimentables (Sc), que no sedimentan tan facilmente
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porque su peso especifico es proximo al del liquido o por encontrarse en

estado coloidal.

2.1.2 Turbidez

Se debe a la cantidad de materias en suspension que hay en las aguas
residuales; limo, materia organica y microorganismos. Esta turbidez, en las masas
de aguas receptoras, afecta a la penetracion de los rayos solares, lo que
redundaria en una menor productividad primaria (Espigares-Garcia y Pérez-Lopez,
1985). Existe una interrelacion entre la turbidez y los solidos en suspension, pero
solo puede establecerse una relacidn empirica para cada sitio especifico, que
puede resultar de utilidad dado que la medicion de turbidez es mas rapida
(Menéndez, 2010).

2.1.3 Oxigeno

Siendo el oxigeno la fuente energética de los seres vivos, se convierte en indice
fundamental para la definicion y control de las aguas residuales. Se utiliza el indice
de Concentraciéon de Oxigeno Disuelto (OD). La cantidad de oxigeno en el agua
puede ser incrementada por captacion a través de la superficie de interfase agua-
aire o por accion fotosintética debida, principalmente, a las algas verdes. La
cantidad de oxigeno puede disminuir por la respiracion de los microorganismos,
por la elevacién de la temperatura, por reacciones quimicas y por el metabolismo

de microorganismos regidos por la accion enzimatica (Menéndez, 2010).

2.1.4 pH

Parametros fisicoquimicos como el pH y la temperatura determinan las

condiciones de base fundamentales para muchas reacciones quimicas y procesos
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bioldgicos. Asi el agua esta disociada en iones H+ y OH-. Las sales minerales
disueltas en el agua se disocian en iones positivos y esta ionizacidén varia de unos
compuestos a otros. Hay organismos que viven en aguas con un pH acido; otros
viven en medios acuaticos alcalinos. Las aguas dulces tienen el pH entre 6.5y 8.7;

las aguas marinas entre 8 y 8.5 (Menéndez, 2010).

El pH de un agua es, por definicion, el logaritmo decimal de la inversa de su
concentracion en iones H*: pH = log 1/ [H], ésta es la expresién de su acidez o de
su alcalinidad. El conocimiento de este sistema permite comprender mejor la
importancia del pH de la reserva alcalina y el efecto tampdn del agua de mar ya
que si bien la temperatura y salinidad son las caracteristicas principales de estas
aguas, sin embargo, no son suficientes para dominar los estudios sobre la biologia
de los diversos organismos. Es preciso tener datos sobre los diversos iones
contenidos en el agua, pues ciertos de ellos presentan una importancia particular;
estos son, por ejemplo, aquellos que dan a la solucién de las sales disueltas un

caracter acido o alcalino (Barnabe, 1991).

El pH del agua marina es, salvo casos particulares, superior a 7, ello supone
que contiene un excedente alcalino susceptible de compensar rapidamente una
disminucién de pH, debida, por ejemplo, a un aporte de acidos o de compuestos
acidos en el medio. Este exceso de base o reserva alcalina esta constituido
esencialmente por cationes basicos asociados a radicales de acidos débiles como
los acidos carbdnicos o bdricos. Ello confiere al agua de mar la propiedad de las
soluciones tampones que, limitando las variaciones de pH, permite el
mantenimiento de condiciones del medio favorables a la vida de los organismos

marinos (Barnabe, 1991).

En las aguas superficiales a pH 8, las algas llevan a cabo la fotosintesis del
carbono, nitrogeno y azufre. Este proceso proporciona poder reductor a un
gradiente vertical caracteristico que va hacia las aguas profundas y oscuras.
Mientras que, a pH 7, las bacterias llevan a cabo un proceso inverso,
desencadenando a su vez un flujo de electrones hacia la zona iluminada
(Barnabe, 1991).

11



La mayoria de especies toleran valores de pH comprendidos entre 6 y 9, es
decir, un rango bastante mas amplio que el de las variaciones que normalmente
se registran en el medio natural. Por ejemplo, los valores acido y basico de pH que
en cuarenta dias causan la mortalidad del 50% de los alevines del salmon del
Atlantico serian del orden de 4.5 y 10.2 respectivamente (Barnabe, 1991). Un
aspecto importante del pH es la agresividad de las aguas acidas, que da lugar a la
solubilizacion de sustancias por ataque a los materiales (Espigares-Garcia y
Pérez-Lopez, 1985).

De este modo, un efluente con pH adverso puede alterar la composicion y
modificar la vida biologica de las aguas naturales. También es mas dificil de tratar
por métodos bioldgicos, que sélo pueden realizarse entre valores de pH de 6.5 a
8.5. Las aguas residuales urbanas suelen tener un pH cercano a 7 (Espigares-

Garcia y Pérez-Lopez, 1985).

Aparte del efecto directo, el pH tiene un efecto indirecto, influenciando la
toxicidad de algunas sustancias, especialmente de aquellas en las que, la
toxicidad depende del grado de disociacion (Espigares-Garcia y Pérez-Lépez,
1985).

2.2 AGUAS RESIDUALES

Las aguas residuales se pueden definir como aquellas que, por uso del hombre,
representan un peligro y deben ser desechadas porque contienen gran cantidad
de sustancias y/o microorganismos, dentro de este concepto se incluyen aguas

con diversos origenes (Espigares-Garcia y Pérez-Lopez, 1985):

- Aguas residuales domésticas o aguas negras: proceden de las
heces y orina humanas, del aseo personal y de la cocina y de la
limpieza de la casa. Suelen contener gran cantidad de materia

organica y microorganismos, asi como restos de jabones,
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detergentes, lejia y grasas. Sus volumenes son menores, sus

caudales mas continuos y su contaminacion mucho mayor.

- Aguas blancas: pueden ser de procedencia atmosférica (lluvia,
nieve o hielo) o del riego y limpieza de calles, parques y lugares
publicos. En aquellos lugares en que las precipitaciones
atmosféricas son muy abundantes, éstas pueden de evacuarse

por separado para que no saturen los sistemas de depuracion.

- Aguas residuales industriales: proceden de los procesamientos
realizados en fabricas y establecimientos industriales y contienen
aceites, detergentes, antibidticos, acidos y grasas y otros
productos y subproductos de origen mineral, quimico, vegetal o
animal. Su composicion es muy variable, dependiendo de las

diferentes actividades industriales.

- Aguas residuales agricolas: procedentes de las labores agricolas
en las zonas rurales. Estas aguas suelen participar, en cuanto a
su origen, de las aguas urbanas que se utilizan, en numerosos

lugares, para riego agricola con o sin un tratamiento previo.

En la tabla 1, se observa de manera mas detallada el origen y tipo de

contaminantes principales de las aguas residuales:
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Tabla 1. Contaminantes presentes en aguas residuales y sus consecuencias
ecolédgicas, estéticas y en la salud humana (Sandoval, 2008).

. Parametro de Tipo de :
Contaminantes caracterizacién efll.?:;‘lles Consecuencias
Solidos Domesticos = Problema estéticos
Solidos suspendidos Industriales = Depodsitos de barros
suspendidos |totales = Adsorcidon de contaminantes
= Proteccion de patégenos
Solidos Aceites y grasas = Domésticos = Problemas estéticos
flotantes = Industriales
Materia DBO = Domésticos = Consumo de Oxigeno
organica = Industriales = Mortalidad de peces
biodegradable = Condiciones sépticas
Paté Coliformes = Domeésticos Enfermedades transmitidas
atogenos por el agua
Nitrégeno = Domésticos = Crecimiento excesivo de
Fosforo = Industriales algas (eutrofizacion del
cuerpo receptor)
= Toxicidad para los peces
Nutrientes (amonio)
= Enfermedades en ninos
(nitratos)
= Contaminacién del agua
subterranea.
Pesticidas Industnales = Toxicidad (vanos)
Detergentes Agricolas = Espumas (detergentes)
Otros Reduccion de la
g%";g;f:;g&:: transferencia de Oxigeno
(detergentes)
= No biodegradabilidad
_ = Malos olores
Elementos = Industriales = Toxicidad
especificos (As, = Inhibicibn al tratamiento
Cd, Cr. Cu, Hg, biologico de las aguas
Ni, Pb, Zn.) residuales
::;t:c"e oss . Rroblen’a_qs con la
disposicion de los bamros en
la agricultura
= Contaminacion del agua
subterranea

2.3 ECOSISTEMAS ACUATICOS

Los ecosistemas acuaticos son sistemas donde los procesos estan
relacionados por el flujo de agua y el consiguiente transporte de energia, masa y
biomasa. En ellos, el cambio en el sistema fisico (abidtico) motoriza la reaccion del

sistema bidtico. La estructura principal de un ecosistema esta constituida por la
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cadena alimenticia, que en el caso de un ecosistema acuatico puede ser

esquematizada como sigue (figura 4) (Menéndez, 2010):

e Comienza con la entrada de nutrientes (fésforo, nitrégeno, silicatos,
diéxido de carbono) y energia (radiacion solar).

e Las microalgas y macro algas producen materia organica (biomasa) y
oxigeno por medio de la fotosintesis, mientras consumen nutrientes y
utilizan luz solar (productores primarios o primer nivel trofico).

e La biomasa es ingerida por el zooplancton, pequefios crustaceos y
pequefos peces (consumidores primarios o segundo nivel tréfico).

e Los consumidores primarios son consumidos por especies mas grandes
de peces que, a su vez, son presa de peces aun mayores, pajaros,
mamiferos y el hombre (tercer y mayores niveles troficos).

e Los excrementos y los cuerpos muertos (detritos) caen al fondo del
sistema acuatico, donde son ingeridos por las bacterias y digeridos
como minerales que sirven nuevamente como nutrientes, cerrando el

ciclo.
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Figura 4. Representacion del ecosistema acuatico (Fuente:
http://assets.mheducation.es/bcv/guide/capitulo/8448181697.pdf).

Cualquier aporte de sustancias no naturales (es decir, antropogénicas) produce
estrés (tensidén) en el ecosistema. Un impacto humano no sustentable puede ser
descrito como aquél que genera una explotacién de recursos a un ritmo mayor que
la capacidad de reproduccion natural, o que vierte residuos en cantidades
mayores a las que pueden ser integradas al ciclo natural de nutrientes (Menéndez,
2010).

2.4 CONTAMINACION POR METALES

Los metales pesados son unos de los contaminantes ambientales mas
peligrosos, debido a que no son biodegradables y a su potencial de
bioacumulacion en los organismos vivos. La mayoria de ellos pertenecen al

grupo de elementos de densidades muy altas. La estabilidad de los metales
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permite también que sean transportados a distancias considerables, tanto por el
aire como por el agua. Uno de los resultados mas graves por su persistencia es
la amplificacion biolégica de la concentracion de los metales en las cadenas
troficas. Como consecuencia de este proceso, los niveles de metales en los
miembros superiores de la cadena alimentaria pueden alcanzar valores mucho
mas elevados que los que se encuentran en el aire o en el agua contaminada
(Orozco et al., 2003). Cada metal y cada elemento quimico contaminante tienen

un mecanismo de accion y un lugar de acumulacién preferido.

Los metales se encuentran presentes formando parte de todos los seres
vivos. Los metales son considerados no esenciales cuando no tienen una
funcion biologica conocida, y esenciales, cuando son necesarios para el
desarrollo y el crecimiento normal de los organismos (Paez-Osuna, 1996a). Los
metales esenciales y no esenciales resultan altamente tdxicos en altas
concentraciones en el medio y en los tejidos de los organismos, ya que
provocan perturbaciones en una amplia variedad de sistemas enzimaticos en
los compartimientos intracelulares (Paez-Osuna, 1996b). En la figura 5 se

puede apreciar un resumen.
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METALES ESENCIALES Y TOXICOS
Esenciales (fisiologicos) o No Esenciales
Esenciales No Esenciales
zinc cadmio
Hierro niquel
magnesio plomo
cobre aluminio
cobalto arsenico
n i n Sqi
- Funcionan como cofactores
- componentes integrales de enzimas (Mg) y moléculas biolégicamente
activas
Ejemplos: Fe . hemoglobina, citocromos Mg: clorofila
Ejemplos de Metales Toxicos
(Pb) Sintesis del hemo y Sintesis de Clorofila
(Hg. Pb) Neurologicos: dano mental, entumecimiento, vision tunel
(Cd) Nefrotoxicidad, Interrumpe la entrada del Calcio y
Osteoporosis

Figura 5. Metales esenciales y toxicos (Garcia-Casallas, 2011).

El peligro de los elementos metalicos potencialmente téxicos depende de su
concentracion en el medio y de su combinacién con compuestos organicos
presentes en los sedimentos costeros y su ingreso a las cadenas alimentarias,
donde pueden ocurrir procesos de bioconcentracion, bioacumulacién y
biomagnificacién (Ponce-Vélez y Vazquez-Botello, 1991). Otros factores como
el pH, la concentracibn de microorganismos y la cantidad o tipo de aguas
residuales también pueden afectar el grado de la toxicidad de los metales
(Albek et al., 1997).

La alta concentracién de metales en el ambiente tiene frecuentemente un
origen antropogénico (Figura 6). En primera instancia, los metales de la clase B
(Cd, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn y Fe) son una de las principales fuentes de
contaminacion por metales en las aguas marinas (Canli et al. 2001). No
obstante, los efectos adversos de los metales dependen de su interaccion con
los organismos o las comunidades en su totalidad. Existe un balance muy

delicado entre los organismos y el ambiente, el cual esta determinado por la
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utilizacién de los metales en los procesos cataliticos que ocurren en la célula y
la bioacumulacion de estos niveles téxicos (Figura 7). Este balance esta
influenciado no solamente por la abundancia y disponibilidad de los metales en
la corteza terrestre, sino también por las transformaciones que sufren estos
elementos a consecuencia de las alteraciones fisicoquimicas y bioldgicas que

provocan y/o aceleran las actividades humanas (Paez-Osuna, 2005).
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Figura 6. Principales destinos y fuentes de emision de metales en el ambiente
(Marin-Leal, 2013).
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ENTRADA E INCORPORACION DE LOS METALES

través de la membrana hacia el interior de la célula.

Lipid Permeation !__: 3 M .
Complex Permeati .:::i—* M CI, | | 1
Carrier Mediated ME i - M
>
.—
[ — M*
Ion Channe s -2 Lysosomes
. — M
Ion Pump - Y M (
o —o \ MT Y,
) o
. +3
Endocytosis Mj,.a._:- __.;0 EM /
(modificd from Simbiv & Taylor, [98%) :: :: .:.;I;;mli;i‘ l‘l-l“'r

2. El interior de la célula (ligandos celulares: MT, lisosomas)
3. Transporte

4. Acumulacién en érganos diana

5. Excrecion

Figura 7. Entrada e incorporacion de los metales en la célula (Alvarado, 2013).

Existe una numerosa cantidad de factores que tienen influencia sobre la
toxicidad de los metales en los organismos acuaticos. En primera instancia
éstos pueden dividirse en factores de tipo fisicoquimico y de tipo bioldgico. Los
primeros involucran a todos aquellos parametros (pH, potencial redox e iones
inorganicos), que afectan a la especiacién quimica de los metales, con la
presencia de otros metales y de otros contaminantes (plaguicidas,
hidrocarburos del petrdleo). Los factores bioldgicos que influyen o que tienen
relacion con los efectos de los metales estan estrechamente vinculados con las
condiciones propias de los organismos como son la edad, talla, peso, sexo,
estadio, madurez gonadica, capacidad de adaptacion, habitos alimenticios,
entre otros (Paez-Osuna, 2005). En la tabla 2 se muestra de manera mas
detallada los diferentes factores que determinan la toxicidad de los metales

disueltos.
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Tabla 2. Factores que afectan a la toxicidad de los metales pesados disueltos
(Bryan, 1976).

Inorganica

Forma del metal Soluble: lon, complejo o quelato idnico, molécula

Accion conjunta

Presencia de otros

metales o toxicos Sin interaccién

Temperatura

Oxigeno disuelto

Factores que afectan a la
fisiologia del organismo y

probablemente la forma del

metal en agua
Salinidad

Cambios en el ciclo vital (Ej: reproduccion)

Actividad

Adaptacion a los metales

Los efectos que las altas concentraciones de metales producen en el medio

acuatico son:
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- Reduccion de la diversidad del sistema.

- Bioacumulacion de metales pesados en los tejidos de los organismos
marinos a lo largo de la cadena tréfica hasta llegar al hombre.

- Mutaciones en las poblaciones que va en detrimento de la viabilidad

genética y de la calidad del producto.

En la tabla 3 se muestran algunas de las variables que influyen sobre la
forma quimica de los metales, que a su vez influyen en la toxicidad de los
mismos, por ello los factores que afectan a la especiacion quimica, también
influyen indirectamente en los efectos fisioldgicos y toxicoldgicos que producen
los metales sobre los organismos.

Tabla 3. Factores que afectan la especiacion quimica y que influyen en la toxicidad
de los metales en el ambiente acuatico (Modificado de Stumm y Morgan, 1984).

Cambios en la distribucion de las especies
que influyen en la formacion de complejos;

cambios en la capacidad de adsorcion

Reduce la disponibilidad de metales vy
cambia la distribucion de las especies a
causa de la adsorcion sobre las
superficies celulares y/o acomplejamiento
de los exudados de la biota

Los metales son secuestrados por
particulas de los oxidos de hierro,

manganeso y aluminio; y de las arcillas

Afecta el estado de oxidacién de los
metales; la disponibilidad y la movilizacién

de ciertos metales como el manganeso
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2.4.1 CONTAMINANTES METALICOS MAS IMPORTANTES

Se puede diferenciar la mayor o menor peligrosidad de los metales en relacion
con diversos factores: toxicidad, abundancia, fuentes de aportacion, forma quimica
en la que se encuentran, etc. De acuerdo con la clasificacién en funcién de su
toxicidad (niveles de DLso 0 ECs0) que se utiliza desde el punto de vista legislativo
(Orozco et al., 2003). Asi, vemos en la tabla 4, una relacion de metales ordenados
en funcion de su limite de tolerancia en la legislacion europea de aguas potables.

Cuanto menor es su valor mayor es la toxicidad del elemento.

Tabla 4. Niveles de tolerancia a metales (Orozco et al., 2003).

Metal Limite de tolerancia (pg/L)
Zinc 5,000
Cobre 2,000
Hierro 200
Manganeso 50
Cromo 50
Niquel 20
Plomo 10
Selenio 10
Antimonio 3
Cadmio 5
Mercurio 1

La legislacion espafnola de aguas potables (R.D. 1.138/1990) establece una
distincién entre los diversos elementos metdlicos segun su mayor o menor
peligrosidad. Es importante destacar que en la contaminacion por metales la

mayor o menor toxicidad o peligrosidad no es sélo debida a la naturaleza y
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concentracion de los mismos, sino que cobra especial importancia un tercer factor;

la forma quimica en que se encuentren (Orozco et al., 2003).

Con el tiempo, la EPA ha desarrollado un paradigma para la evaluacion del
comportamiento y los efectos de los compuestos organicos en el medio ambiente.
Los elementos clave de este marco son el principio fundamental de la lipofilia
como motor de muchos eventos ambientales y de exposicidn, la importancia de la
ley de Henry para las transferencias intermedias, la degradabilidad y el potencial
para la transformacion quimica de un material peligroso y el hecho de que la
mayoria de los organicos en el medio ambiente normalmente existe en una forma.
Con pocas excepciones (principalmente para compuestos inorganicos fuertemente
covalentes u organometalicos), los metales no exhiben estos comportamientos
(Langmuir et al., 2005).

En particular, aunque los metales pueden experimentar una variedad de
transferencias intermedias y reacciones quimicas, son indefinidamente
persistentes y conservadores en el medio ambiente. Posiblemente o mas
importante; la especiacion o forma quimica de un metal tiene un profundo impacto

en su comportamiento y efectos ambientales (Langmuir et al., 2005).

El término “especiacion” usado por muchos quimicos ambientales esta mal
definido. Forstner (1995) se refiere a la especiacion como aquellos aspectos de la
quimica del metal incluyendo precipitacion-disolucion, adsorcién-desorcion,
condiciones redox, contenido de agentes quelantes solubles y formacién de
complejos en relacién con el pH; el cual, afecta a la especiacién quimica y a la
movilidad de muchos metales (Wood, 1989; Baruah et al., 1996; Bilos et al., 1998);
ademas, juega un papel importante en las interacciones de los metales con
parametros como la dureza del agua y con los compuestos organicos (Prosi, 1981;
Rovira, 1993).

Bodek et al. (1988) identifican un grupo de propiedades o procesos que son
importantes para el comportamiento ambiental de metales, incluyendo
volatilizacion,  fotdlisis, deposicibn  atmosférica, equilibrio  acido/base,

polimerizacion, formacién de complejos, reaccion de transferencia de electrones,
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solubilidad y equilibrios de precipitacién, transformacién y difusividad. Para
propositos regulatorios, la definicion recomendada de IUPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry) podria ser mas util (Templeton et al., 2000). En
esta definicion, la “especiacion” se refiere a la distribucién de un elemento entre
las especies quimicas definidas, que son las formas especificas de un elemento
definido como composicion isotépica, estado electrénico o de oxidacion y/o

estructura compleja o molecular (Langmuir et al., 2005)

2.4.2 LAS DIANAS DE TOXICIDAD DE LOS METALES

Las principales dianas de los metales son proteinas, muchas de ellas con
actividad enzimatica, afectando a diversos procesos bioquimicos, membranas
celulares y organulos (figura 8). Los efectos téxicos de los metales se ejercen,
salvo pocas excepciones, por interaccion entre el ion metalico libre y la diana. Son
téxicos eminentemente lesionales que afectan gravemente a funciones celulares
fundamentales para su supervivencia por mecanismos complejos, no siempre bien
conocidos. De acuerdo con Alvarado et al., (2006), entre los efectos que producen

se destaca lo siguiente:
- Interaccion con metales esenciales por similitud electrénica.
- Formacioén de complejos metal-proteina con inactivacién de su funcién.
- Inhibicion enzimatica de proteinas con grupos SH.
- Afectacion de organulos celulares: mitocondrias, lisosomas, microtubulos.

Los metales y metaloides pueden generar, carcinogénesis quimica, alteraciones
en la expresion génica y estrés oxidativo. El metal interactia con H20:2
produciendo OH- mediante la reaccion de Fenton. Entre los efectos que provoca el
radical OH" se encuentran: danos en lipidos de membrana, en proteinas, en acidos
nucleicos y en general dafios metabdlicos en el organismo, que pueden conducir a

la muerte celular. Estos efectos pueden ser premutagénicos (Alvarado et al., 2006).
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Figura 8. Representacion de las diferentes dianas bioldgicas de los metales
(Gambhir, 2006).

Asi, los metales interaccionan con la cromatina, donde alcanzan el nucleo
uniéndose al ADN, a proteinas histonicas o a proteinas no histonicas, generando
alteraciones en el ADN, y como se ha mencionado anteriormente, los metales
producen estrés oxidativo a través de la interaccion con H:0, resultando el radical

OH- dando lugar a (Alvarado et al., 2006):
*Oxidacion de bases o de la desoxirribosa
*Pérdida de bases
*Formacion de hélices sencillas
*Roturas de hélices dobles
*Formacion de “puentes” ADN-proteina

*Formacion de “puentes” ADN-ADN
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Los metales afectan a la fidelidad de la replicacién por:

Inhibicién de enzimas requeridas para la replicacion

«Inhibicidon de la sintesis de nucledtidos

*Alteracion de los procesos de metilacion del ADN

*Alteracion de los componentes del complejo de replicacion del ADN

Los cambios en la secuencia de nucledtidos del ADN pueden modificar la

expresion génica.

2.5 IDENTIDAD E IMPACTO DEL HIERRO EN EL MEDIO
ACUATICO Y SU MECANISMO DE ACCION

El hierro es un elemento quimico de numero atomico 26 situado en el grupo 8,
periodo 4 de la tabla peridédica de los elementos. Su simbolo es Fe y tiene una
masa atomica de 55.845g/mol. El hierro es un metal que tiene un color negro
lustroso o gris azulado, ductil, maleable, tenaz, es extremadamente duro y pesado,
ademas se oxida al contacto con el aire y tiene propiedades ferromagnéticas. El
nucleo de la Tierra esta formado principalmente por hierro y niquel, generando al
moverse un campo magnético. Por otro lado, es importante indicar que el hierro es
el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre, representando un 5%,
entre los metales s6lo el aluminio es mas abundante. Se encuentra en hematites,
magnetita y limonita, entre en la composicién de sustancias importantes en los

seres vivos, como las hemoglobinas (Valencia, 2011).

La coexistencia del hierro con el hombre desde el comienzo de la historia de la
humanidad ha llevado a este a darle distintos usos, ya que formé parte de las
recetas médicas mas antiguas, como en el papiro de Eber en Egipto, 1500 afos
a.C., donde el 6xido férrico era utilizado como unguiento para el tratamiento de la

calvicie, o en Grecia, 1200 afnos a.C., donde era mezclado con vino como
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tratamiento de la impotencia masculina (Castro del Pozo, 1995; Goodman y
Gilman, 1996).

Recién en el siglo XVI se relacion¢ la deficiencia de hierro con una enfermedad
llamada “enfermedad verde” o clorosis (nombre que se le asignaba a la anemia
ferropénica en esa época debido al color verdoso-amarillento que adquiria la piel
de quienes la padecian). La primera persona en utilizar el hierro como
medicamento especifico en el tratamiento de la clorosis fue Sydenham, quien a su
vez elimind las sangrias y purgas que se utilizaban comunmente en esa época
(Castro del Pozo, 1995; Goodman y Gilman, 1996).

En 1713, Lemery y Geoffry demostraron por primera vez que el hierro se
encontraba presente en las cenizas de la sangre, relacionando directamente a
este tejido con dicho metal, estableciendo de esta manera las bases cientificas en
la terapéutica de su deficiencia. En 1832 el médico francés Pierre Blaud inicio el
tratamiento de la clorosis mediante la administracién de hierro por via oral,
utilizando una pildora compuesta por sulfato ferroso y carbonato de potasio, la
cual fue denominada “pildora de Blaud”. En 1932, Castle y colaboradores
demostraron la eficacia del hierro inorganico en la regeneracion de la
hemoglobina, cuando el mismo era administrado por via parenteral a pacientes

con anemia hipocrémica (Castro del Pozo, 1995; Goodman y Gilman, 1996).

Laurell en 1947, denomind transferrina a la proteina plasmatica de transporte
de hierro, nomenclatura utilizada en la actualidad, y en 1950, Huff y colaboradores,
mediante estudios determinan la distribucién, el metabolismo y el balance del
hierro en el organismo humano, conceptos que siguen vigentes en la actualidad
(Castro del Pozo, 1995; Goodman y Gilman, 1996).

Se lo encuentra en concentraciones que oscilan entre 0.5 a 50mg/l en las aguas
corrientes naturales. Se encuentra en la naturaleza formando parte de numerosos
minerales, entre ellos muchos o6xidos, y raramente se encuentra libre. Para
obtener hierro en estado elemental, los 6xidos se reducen con carbono y luego es
sometido a un proceso de refinado para eliminar las impurezas presentes
(Valencia, 2011).
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El hierro es un elemento importante que desempefa un papel esencial en
muchos procesos de la vida, el requerimiento de este depende de distintos
factores biologicos como la biodisponibilidad. EI hierro como metal esencial a
concentraciones traza es utilizado en reacciones redox en organismos
fotosintéticos (Spiro et al., 2004; Mladenka et al., 2005; CONAGUA, 2007). Es un
constituyente de citocromo y catalasa, asi como componente esencial de la
mioglobina que almacena oxigeno en las células de los musculos, también es
indispensable para la hemoglobina (CMA, 2010). El hierro con frecuencia se
encuentra en aguas y si son anaerobias puede haber concentraciones de varios
miligramos por litro sin que el agua, esté coloreada o turbia. Sin embargo, al entrar
en contacto con el oxigeno de la atmdsfera el hierro ferroso se oxida a ion férrico
(CONAGUA, 2007).

2.5.1 LA TOXICIDAD DEL HIERRO

La mayoria de las caracteristicas que poseen las aguas naturales, son
modificadas por factores antropogénicos. Si las condiciones ambientales cambian
a un nivel menos favorable, entonces el organismo, haciendo uso de procesos
fisiologicos que le permiten compensar parcialmente el efecto, reacciona en
sentido de contrarrestar la accién modificadora; eventualmente se alcanza un
limite por encima del cual el organismo muere a causa de una condicion ambiental
drastica, como puede ser una temperatura alta, pH extremo o baja concentracion
del oxigeno disuelto. Si un organismo dado se encuentra ya bajo una condicién de
estrés o0 carga metabdlica, dada por una condicion ambiental, entonces el
organismo se enfrentara a esta condicion mas la producida por la accién del
contaminante toxico y por consiguiente el organismo sera menos capaz de
soportar la accién del contaminante y mostrara un incremento considerable en su
susceptibilidad. Entonces los factores medioambientales tendran un
comportamiento como si fuesen factores modificantes de la toxicidad del

contaminante (Tortorelli y Hernandez, 1995).
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El hierro metalico y sus aleaciones son de interés porque el agua los corroe en
presencia de oxigeno. El resultado de los productos de la corrosion es hierro en
estado ferroso el cual puede ser considerado como contaminante del agua. En
adicibn a los productos de corrosion, las aguas naturales pueden ser
contaminadas por los vertimientos industriales como las operaciones de niquelado
y del lavado de las sales solubles del suelo y las rocas como son los drenajes de
las aguas acidas de mina. Una fuente principal de contaminacién por sales de
hierro es el proceso de decapado del acero empleado por la industria del acero
para remover los 6xidos formados durante el proceso de fundicion (Valencia,
2011).

Aunque muchas de las sales ferrosas y férricas tales como los cloruros son
altamente solubles en el agua, los iones ferrosos son rapidamente oxidados en
presencia de oxigeno a la forma férrica y dan lugar a un hidroxido insoluble. Este
precipitado tiende a aglutinarse. En aguas subterraneas, el pH y el potencial redox
puede ser tal que permiten altas concentraciones de hierro en solucion, de este
modo en aguas que contienen cantidades apreciables de hierro, exentas de
oxigeno disuelto y con alto contenido de anhidrido carbodnico, el hierro se

encuentra presente bajo la forma divalente (Valencia, 2011).

Cuando el hierro se presenta con una concentracion demasiado alta en el agua,
puede causar dafo a los peces e incluso la muerte. El hierro se puede presentar
en diferentes estados, Fe?* (hierro ferroso) y Fe3* (hierro férrico). Cuando el Fe?*,
entra en contacto con el aire, se oxida a Fe3. En peces, esta reaccion puede
generar obstruccion branquial por acumulacion de hidroxido de hierro, causando
efectos subletales o mortalidad. El tiempo que demore en presentarse esta
adherencia de hierro, va a depender del pH del agua, su salinidad y su

temperatura (Henretig, 1998).

En pisciculturas con altas concentraciones de Fe?*, especialmente en aquellas

en que el agua utilizada proviene de pozos (bajo oxigeno), cuando el agua entra
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en contacto con el aire, se activa el proceso de oxidacion y por ende la
precipitacion de oxido de hierro, proceso que comunmente ocurre directamente en
los estanques con peces. Un bajo pH y bajas temperaturas haran que se produzca
una mayor concentracion de hierro como Fe?* (hierro ferroso). La toxicidad del
hierro va a depender del contacto con elementos organicos, ya que diferentes
investigaciones han demostrado que la toxicidad se reduce con relacion al
aumento de materia organica (TOC) en el agua. Investigaciones en smolt de
salmén muestran que los estudios de hierro deben considerar el estado de
oxidacion y pH para establecer el potencial efecto téxico de este metal (Henretig,
1998).

El consumo de hierro en animales acuaticos ocurre mediante las siguientes
dos fuentes: el alimento y el agua. Los efectos presentados por el hierro en
organismos acuaticos son principalmente indirectos siendo potencialmente toxicos
cuando este elemento es expuesto a concentraciones elevadas (Phippen et al.,
2008). Las afecciones dadas por el Hidroxido de hierro y precipitados de humus de
hierro provocan alteraciones en el metabolismo normal y en osmorregulacién
(Vuori, 1995).

En un estudio realizado en salmén se observo la precipitacion de hierro en
branquias reportando efectos negativos con disminucién de consumo de oxigeno
en peces que conlleva a un deterioro en la regulacién de iones obteniendo bajas
concentraciones de estos en plasma, los niveles de glucosa en peces también
disminuyen llevando al estrés a estos organismos, y ademas hacen referencia a
una alteracion intestinal es debido por una fusién de las laminillas e hipertrofia en

células epiteliales (Peuranen et al., 1994).

Los compuestos formados a partir del hierro pueden ser altamente tdxicos en
seres humanos (Ramos y Camacho, 2004). En el ser humano la dosis de hierro

como elemento origina en el hombre (Henretig, 1998):

a) >20 mg/kg: manifestaciones Gl

b) >40 mg/kg: toxicidad sistémica
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c) >60 mg/kg: dosis mortal

La toxicidad del hierro es debida de un lado a un efecto caustico directo sobre la
mucosa gastrointestinal y, por otro lado, a un efecto toxico de las moléculas de
hierro libre sobre el tracto gastrointestinal, sobre el sistema cardiovascular, sobre
el higado y sobre el Sistema Nervioso Central (SNC). Dentro de las células el
hierro bloquea los mecanismos de oxidacion que tienen lugar en las mitocondrias,

dejando a las células sin su sustento de energia (Henretig, 1998).

La toxicidad sobre el tracto gastrointestinal esta relacionada con el efecto
corrosivo directo. Si la cantidad de tdéxico es suficiente, puede aparecer
hemorragia e incluso perforacion con peritonitis, pero si el enfermo sobrevive, las
placas de necrosis pueden retraerse, dando lugar a obstruccion intestinal
(Henretig, 1998).

En el sistema cardiovascular se afecta, en primer lugar, por hipovolemia, si
aparece hemorragia gastrointestinal. Ademas, el hierro provoca una gran
liberacion de sustancias vasoactivas, tipo serotonina e histamina, que provocan
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, con el consiguiente paso
masivo de liquido desde el espacio vascular hacia el extravascular, lo que lleva a
mas hipovolemia. La respuesta a esto consiste en taquicardia y vasoconstriccion.
Pero esta respuesta no sera suficiente si la intoxicacion ha sido importante, en
cuyo caso, puede incluso aparecer cierto efecto de depresion de la contractilidad
miocardica por el hierro. También puede aparecer lesién renal por depdsito de

hierro en las células de los tubulos renales (Henretig, 1998).

Se producen dos grandes trastornos metabdlicos: el primero es la acidosis. Esta
acidosis se debe a la liberacién de hidrogeniones, que se produce al catalizar la
reaccion de hierro ferroso a férrico y también se debe a la preponderancia del
metabolismo anaerobio, ya que las mitocondrias estan bloqueadas por el hierro. El
segundo trastorno metabdlico es la hiperglucemia que el hierro provoca en las
primeras fases de la intoxicacion, debido a que dificulta la entrada de la glucosa en

las células (Henretig, 1998).
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El higado puede afectarse en caso de intoxicacién grave. La lesion puede
oscilar entre una ligera inflamacion y una necrosis masiva. En casos de lesion
importante aparecera la conocida clinica de fallo hepatico, con sus
manifestaciones neurologicas, de hipoglucemia y hemorragias. Estas

manifestaciones aparecen tras un intervalo libre de mas de 24h (Henretig, 1998).

Sobre el SNC el efecto de la toxicidad por hierro es escaso y el estado de bajo
nivel de conciencia se debe a la hipotension, a la acidosis o al fallo hepatico. De la
misma forma, el shock y la acidosis pueden llevar a afectacién de cualquier

organo, pero especialmente del rifidn, pulmon o pancreas (Henretig, 1998).

2.5.2 SULFATO FERROSO (FeSO0,)

El sulfato ferroso se usa para purificacion de agua por floculaciéon y para
eliminar fosfatos en las plantas de depuracién, municipales e industriales para
prevenir la eutrofizacidn de masas de agua superficiales. Grandes cantidades de
esta sal (figura 9) se usan como agente reductor, sobre todo para la reduccion de
cromatos en cemento. El sulfato ferroso se usa en la fabricacion de tintas, muy
especialmente tinta ferrogalica de hierro, que se us6 desde la Edad Media hasta la
Revolucion Americana. También se usa en la coloracion de la lana como
mordiente. Puede usarse también para tefir el hormigén de un color amarillento
oxidado. Los carpinteros usan disoluciones de sulfato ferroso para tedir la madera
de arce con un matiz plateado. En horticultura se emplea como acondicionador del
césped y para eliminar los musgos. En la segunda mitad del siglo XIX, el sulfato
ferroso se empleé como revelador fotografico de imagenes por el proceso al
colodién humedo. A veces se afiade sulfato ferroso al agua de enfriamiento que
circula a través de los tubos de laton de un condensador de turbina para que
resistan la erosion y proteger el recubrimiento del interior de estos tubos (Blanco,
2009).
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Tradicionalmente se han aplicado diversas tecnologias basadas en tratamientos
fisicoquimicos para la eliminacién del color de los efluentes textiles, el Proceso
Fenton es una de ellas: en el cual se oxida el colorante con una combinacion de
peréxido de hidrogeno y sulfato ferroso (reactivo Fenton), en condiciones acidas.
El agente responsable de la oxidacion es el radical hidroxilo, el cual es muy
reactivo; se forma por la descomposicion catalitica del peroxido de hidrogeno en
un medio acido. Los radicales hidroxilos oxidan el tinte, y el compuesto formado,
precipita con el ion férrico y compuestos organicos. Las ventajas de esta
alternativa son varias: se consiguen altas velocidades de decoloracion si las
concentraciones de los reactivos implicados son elevadas, no se forman
compuestos clorados como en otras técnicas oxidantes y no existen limitaciones
de transferencia de masa por tratarse de un sistema homogéneo. Sin embargo,
sus principales desventajas son los costes asociados al tratamiento de lodos (se
genera una gran cantidad de lodos poco densos y, por consiguiente, dificiles de
decantar) y a los costes de los reactivos (se requiere la adicion continua y
estequiométrica de Fe(ll) y H202 (Aguayo et al., 2004).

Los efluentes acuosos provenientes de una gran variedad de estas industrias
quimicas contienen compuestos que son téxicos y peligrosos tanto para su
descarga al medio ambiente como para su almacenamiento. En muchos casos
estos efluentes son refractarios al tratamiento biolégico convencional, por lo que la
biodegradacion del efluente como tratamiento exclusivo no constituye una

alternativa eficaz (Blanco, 2009).
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Figura 9. Sulfato ferroso (Gutiérrez et al., 1992).

2.5.2.1 EFECTOS EN LA SALUD POR CONTAMINACION CON SULFATO FERROSO

Principalmente, como veiamos en la toxicidad por hierro, son los problemas
gastrointestinales. Estos son en su mayoria dosis dependientes e incluyen
nauseas, vomitos, diarrea o estrefimiento, anorexia y acidez estomacal. Otros
efectos secundarios son las manchas en los dientes y la sobrecarga de hierro, y
raramente la hemocromatosis secundaria. La condicion puede ser toxica para el

higado. El efecto secundario local del sulfato ferroso es la gangrena.

2.6 INFLUENCIA DEL pH EN EL MEDIO ACUATICO

Hay organismos que viven en aguas con un pH acido; otros viven en
medios acuaticos alcalinos. Asi, la planta Elodea canadiensis vive en aguas con

un pH entre 7.4 y 8.8. Typha angustifolia (enea) vive en aguas con un pH de 8.4
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a 9. Los hongos, y otros organismos, viven en medios acidos. Las aguas dulces
tienen el pH entre 6.5 y 8.7; las aguas marinas entre 8 y 8.5. El pH es un
parametro importante en los ecosistemas acuaticos, causa muchos fendmenos
quimicos y biolégicos, especialmente sobre el metabolismo y procesos
fisiolégicos de peces, camarones y todos los organismos acuaticos. Se ha
reportado que los puntos letales de acidez y alcalinidad son de pH 4 y pH 11,
respectivamente. Aguas con valores de pH de 6.5 a 9 son las mas adecuadas
para la produccion de organismos acuaticos cultivables, en valores inferiores a

6.5 disminuyen los procesos reproductivos (Talavera et al., 1998).

El pH ejerce una fuerte influencia sobre la toxicidad de ciertos parametros
quimicos tales como el amonio no ionizado, que se torna mas abundante en pH
alcalino y del acido sulfhidrico (H2S), el cual aumenta porcentualmente en pH
acido (Talavera et al., 1998). Los efectos directos de pH sobre los organismos
son graduales; el mayor efecto de este como factor modificante se da para
sustancias que ionizan bajo la influencia del pH, como la mayoria de las
moléculas no disociadas, las cuales, pueden ser mas téxicas toda vez que ellas
puedan penetrar las membranas celulares facilmente, esta situacion es opuesta
para el caso de los metales en los cuales la forma disociada es mas téxica que

la no disociada (Tortorelli y Hernandez, 1995).

2.6.1 DUREZA DEL AGUA

La dureza del agua ejerce cierta influencia sobre el crecimiento y
mineralizacidn del exoesqueleto de organismos de agua dulce tales como
juveniles de Macrobrachium rosenbergii. Cuando los niveles de dureza son
bajos se observa una reduccion en la tasa de muda y a la vez una falta de
deposicion de calcio en el exoesqueleto, prolongandose el periodo de
intermuda. En cambio, la dureza del agua de mar para los camarones marinos o

de aguas salobres es un fendmeno irrelevante debido a que la dureza del agua
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de mar es sumamente alta, presentando una media de 6,600 mg/L de CaCOs
(Talavera et al., 1998).

2.6.2 SOLUBILIDAD DE NUTRIENTES EN FUNCION DEL pH

La solubilidad de muchos micronutrientes importantes para la produccion
primaria (fitoplancton) dependen del grado de acidez o alcalinidad del agua. Asi,
el pH alto influye en la disponibilidad de fésforo ya que, en medio alcalino, este
nutriente es absorbido por el calcio presente en el cuerpo de agua, mientras
que al bajar el pH (medio acido), el fosforo se junta con el fierro y aluminio. Por
otro lado, en un pH de 6.5 el fésforo se encuentra en solucion, libre y disponible
para ser fijado por las microalgas y otras plantas acuaticas. A este pH, también
son solubles otros minerales como el hierro, cobre, manganeso y zinc (Talavera
et al., 1998).

2.6.3 RELACION DEL pH CON LOS ORGANISMOS ACUATICOS

El pH es una variable ambiental importante, con influencia en la toxicidad y
disponibilidad de los contaminantes (Chapman, 2003; Santos-Guimaraes et al,
2004). ElI pH posee una estrecha interdependencia entre las comunidades
fotosintéticas, animales y el medio acuatico. Este fenbmeno ocurre a medida en
que las comunidades acuaticas interfieren en el pH, asi como también el pH
influye en el metabolismo de estas comunidades. Con respecto a las
comunidades, actua directamente en los procesos de permeabilidad de la
membrana celular de los organismos integrantes, interfiriendo en el transporte
i6nico intra y extracelular, asi como también entre organismos en el medio. Un
ejemplo de la interferencia de las comunidades acuaticas en los valores de pH
del medio se observa a través de la asimilacion del COz2, ya que, durante el
proceso fotosintético, las macrdfitas acuaticas y las microalgas pueden elevar el

pH del medio. Este factor es particularmente frecuente en aguas con poco
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poder de neutralizar acidos (baja alcalinidad o capacidad buffer) (Talavera et al.,
1998).

En ambientes acuaticos con alcalinidad alta se presenta poca variacion, asi
mismo con alta tasa fotosintética (poder tampon). En estos sistemas de alta
alcalinidad el consumo de CO:2 es compensado inmediatamente por la
disociacion de bicarbonato de calcio. De esta forma las variaciones de pH son
pocas, excepto en casos que ocurren floraciones de microalgas o crecimiento
de comunidades densas de macréfitas acuaticas. En este ultimo caso, el pH del
medio puede llegar a 11. Los organismos heterétrofos interfieren sobre el pH
del medio en general, bajandolo. Esta situacién ocurre debido a los intensos
procesos de descomposicidn y respiracion, a través de los cuales hay liberaciéon
de CO2, que por hidrdlisis origina acido carbdnico e iones de hidrégeno
(Talavera et al., 1998).

Ademas, varios procesos metabdlicos que ocurren en las aguas naturales
pueden generar iones de hidrogeno, contribuyendo de esta forma con la
disminucién del pH del medio. Los procesos que destacan son los de oxidacion
bioldgica, de intercambio catidénico e hidrdlisis de cationes. El tejido branquial en
peces también puede ser afectado por la acidez del medio. La cantidad de
mucosa branquial se incrementa en los peces cuando estos son expuestos a
tenores bajos de pH. Un exceso de mucosa interfiere en el intercambio gaseoso
e ibnico, que se realiza a través de las branquias. De esta forma, un
desequilibrio de balance acido-basico sanguineo resulta en estrés respiratorio y
disminuciéon de la concentracion de cloruro de sodio sanguineo, factor que
provoca un serio disturbio osmotico. Por otro lado, en condiciones de pH bajo,
la concentracién de iones de aluminio en el agua se incrementa, provocando
muchas veces efectos téxicos en los organismos de cultivo (Talavera et al.,
1998).

Segun Zirino (1986), el pH se correlaciona con la temperatura, se puede

explicar de la siguiente manera: en ausencia de procesos biologicos, el valor
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del pH del océano llega a ser de 8.10 (en la escala de protones totales),
independientemente de la temperatura. Este es el pH obtenido cuando el
dioxido de carbono, en forma de gas como acido carbonico, y los iones
carbonato o bicarbonato alcanzan el equilibrio con el CO2 atmosférico. El pH
permanece relativamente constante con respecto a la latitud porque a mayor
temperatura se incrementa la disociaciéon del bicarbonato, pero igualmente
disminuye la solubilidad. El pH permanece relativamente constante con
respecto a la latitud porque a mayor temperatura se incrementa la disociaciéon
del bicarbonato. El pH sigue a la salinidad, en areas, de aguas de mar frias todo
el afo, y la fuerte mezcla transporta nutrientes y carbén inorganico a la
superficie. La productividad primaria es menos limitada por disponibilidad de
nutrientes, que por la fuerte variacion estacional de incidencia de luz. En ambos
casos, ya sea la Antartica o las aguas de la costa occidental de Baja California,
la respiracion produce CO:2 y baja el pH en las aguas sub-superficiales de la
zona fética. Por tanto, el pH vy la temperatura, de manera normal, varian
directamente mientras que en aguas polares el pH y la salinidad varian
inversamente. En todos los casos, pH, temperatura y salinidad parecen estar
relacionados, aun cuando las variables representan procesos totalmente
distintos. Ademas, cuando la salinidad aumenta en la superficie y el pH
disminuye, los procesos fisicos predominan sobre los biolégicos. Asi pues, el
parametro de pH puede ser una importante herramienta en las evaluaciones de

los flujos de CO2 y en estudios oceanograficos interdisciplinarios.

En referencia al hierro, dependiendo del valor de pH y de la concentracion de
oxigeno, puede estar presente bajo la forma férrica y ferrosa. A pH neutro y en
presencia de oxigeno, el hierro ferroso soluble (Fe?*) es oxidado a hierro férrico
(Fe®*), el mismo que rapidamente es hidrolizado bajo la forma de un precipitado
insoluble como hidréxido férrico Fe(OH)s. En las condiciones habituales de pH
(4.5 y 9), el hierro soluble esta presente generalmente en estado ferroso. Si el
medio es reductor como en la mayoria de las aguas subterraneas, el hierro

ferroso puede llegar a alcanzar cantidades elevadas. Por otro lado, el hierro
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férrico, no es soluble de un modo significativo, aunque para valores de pH
inferiores a 4 puede llegar a serlo (Valencia, 2011). A valores de pH por debajo
de 6, la tasa de oxidacion del hierro ferroso hacia hierro férrico es

extremadamente lenta (Valencia, 2011).

Por otra parte, condiciones anaerdbicas son necesarias para que exista una
apreciable concentracion de hierro soluble. Por lo demas, a valores de pH por
encima de 12, el hidréxido férrico se solubiliza como consecuencia de la
formacion del anion Fe(OH)s. El hierro ferroso y el férrico pueden también
solubilizarse en presencia de cianuro dando lugar a los complejos ferro o
ferrocianuros. Estos compuestos presentan considerables dificultades para ser

removidos (Valencia, 2011).

El hierro se oxida bajo la accion del aire o por la adicion de cloro, pasando al
estado férrico pudiendo asi hidrolizarse para dar un hidroxido de hierro
insoluble. El hierro puede estar en estado coloidal mas o menos combinado con
la materia organica. Cuando desciende el oxigeno del agua hay un incremento
del hierro divalente, esta dinamica es tipica de lagos y embalses que
experimentan periodos de estratificacion térmica, poco oxigeno y alto potencial

reductor (Valencia, 2011).

2.7 ECOTOXICOLOGIA Y LOS ENSAYOS BIOLOGICOS

La Ecotoxicologia es definida como “La ciencia que estudia la polucion, su

origen, evolucion e interacciones con las moléculas que integran dinamicamente

los ecosistemas, sus acciones y efectos sobre los seres vivos que forman estos

ecosistemas, con su evaluacion, como determinantes de criteriologia y profilaxis

bioldgica o socioeconémica” (Sanz-Sanchez, 1974).

La Ecotoxicologia aplicada tiene como objetivo el desarrollo de protocolos de

ensayo para ser utilizados como herramientas de prediccion tempranas que

permitan definir umbrales permisibles, con niveles de incertidumbre aceptables, y
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sirvan de guia a las entidades reguladoras para la toma de decisiones (Day et al.,
1988).

Existen diversos organismos de proteccion ambiental en paises centrales
(Environment Canada, Environmental Protection Agency, etc.) y de
estandarizacién (ASTM, OECD, AOAC, ISO, entre otros) que han concretado la
elaboracion e implementacion de sistemas de diagnostico, base para la
generacion de estrategias ecosistémicas de proteccion. Ello, orientado a la
obtencion de respuestas estandarizadas de laboratorio (bioensayos) que permiten
asegurar, dentro de un cierto grado de confiabilidad, la medida obtenida. La
estimacion del riesgo ecolégico se basa en modelos y procedimientos
recientemente incorporados (Bartell et al., 1992; Faustman y Omenn, 1996) por

algunos organismos de gestion de control ambiental.

Los ensayos biolégicos son herramientas de diagndstico adecuadas para
determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba
bajo condiciones experimentales especificas y controladas. Estos efectos pueden
ser tanto de inhibicion como de magnificacion, evaluados por la reaccién de los
organismos, tales como muerte, crecimiento, proliferacién, multiplicacién, cambios

morfoldgicos, fisioldgicos o histoldgicos (Castillo, 2004).

Los efectos pueden manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras
subcelulares o sistemas de enzimas, hasta organismos completos, poblaciones o
comunidades. Por tanto, la toxicidad sera la capacidad de una sustancia para
ejercer un efecto nocivo sobre un organismo o la biocenosis, y dependera tanto de
las propiedades quimicas del compuesto como de su concentracion, segun sea la
duracion y frecuencia de la exposicidn al toxico, y su relacion con el ciclo de vida
del organismo; las pruebas podran ser de tipo agudo o crénico (Ingersoll, 1995;
Chapman, 2007).

De manera general, los ensayos, también llamados pruebas de toxicidad,
pueden ser definidos de acuerdo con Ingersoll, (1995) y posteriormente por
Chapman, (2007):

e Su duracion: corto, mediano o largo plazo.
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e EI método utilizado para incorporar la muestra al sistema de ensayo:
estatico, con renovacion, de flujo continuo.

e EIl proposito para el cual son utilizados: control de calidad de vertidos,
evaluacion de compuestos especificos, toxicidad relativa, sensibilidad

relativa, etc.

La toxicidad derivada de la contaminacioén tiene diferentes efectos sobre los
organismos acuaticos y terrestres en la naturaleza. Los ensayos de toxicidad
permiten establecer los limites permitidos para los distintos contaminantes, evaluar
el impacto de mezclas sobre las comunidades de los ambientes que las reciben y
comparar la sensitividad de una o mas especies a distintos toxicos o a diferentes
condiciones para el mismo toxico. Los bioensayos de toxicidad se consideran
como un complemento a la caracterizacién fisicoquimica convencional y para ello
se utilizan especies de diferentes niveles tréficos de la cadena alimentaria. Son
muy utiles para la investigacion basica del fendmeno de toxicidad, la evaluacién
del impacto ambiental y del riesgo ecoldogico (Reish y Oshida, 1985). Los
resultados obtenidos de la aplicacion de los bioensayos de toxicidad han
demostrado que pueden ser usados para identificar areas de mayor o menor
contaminacion, también pueden ayudar a la seleccion de sitios para los cultivos de
especies acuaticas, son utilizados en programas de monitoreo ambiental
evaluando la calidad del agua y los sedimentos, asi como los efluentes residuales
que vierten en rios y zonas costeras; también se han utilizado para determinar la
relacion entre efectos toxicos y biodisponibilidad, para investigar interacciones
entre contaminantes, determinar distribucion espacial y temporal de la
contaminacion y evaluar los peligros del material dragado y clasificar areas para

limpieza, entre las aplicaciones mas estudiadas (Ingersoll, 1995; Chapman, 2007).

Un lugar sobresaliente dentro del grupo de bioensayos mas utilizados lo ocupa
el ensayo de Artemia spp. Para la proteccion del ambiente marino, son necesarios
métodos de ensayos ecotoxicolégicos simples y confiables para determinar el
impacto potencial sobre la biota marina de sustancias xenobioticas (Torokne et al.,

2007). Ademas, la implementacién correcta de medidas regulatorias, tanto en el
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ambito nacional como internacional, requiere que los métodos toxicoldgicos

usados sean confiables y reproducibles (lannacone y Dale, 1999).

En los bioensayos el organismo mas usado es Artemia franciscana (Flossner,
1972), es un artrépodo, que como muchas especies de Artemia se han utilizado en
experimentos para los ensayos de toxicidad. A pesar, de no considerarse tan
sensible como instrumento de deteccion, tiene la ventaja de ser disponible

comercialmente, eficiencia de costes, corto ciclo de vida (Kokkali et al., 2011).

Los bioensayos de toxicidad permiten evaluar el grado de afectacién que una
sustancia quimica tiene sobre organismos vivos, éstos pueden ser de tipo agudo o
cronico. Las pruebas agudas cuantifican las concentraciones letales de un
xenobidtico a una especie en particular, el valor obtenido se denomina
Concentracion Letal Media (CLso) y corresponde a la cantidad de un téxico que
causa la muerte al 50% de la poblacion experimental al cabo de un tiempo
determinado, generalmente en 48 o 96 h. En contraste, los ensayos cronicos
estiman la Concentracion Efectiva Media (CEso) o la concentracion de efectos no
observables (NOEC) de la sustancia en estudio que causa un efecto diferente a la
mortalidad en la poblacién experimental, al cabo de un tiempo determinado

(Rodriguez y Esclapés, 1995).

La prueba CLso es util para sefalar efectos sinérgicos probables de un
contaminante. Es importante saber que los valores de CLso son obtenidos en un
tiempo determinado (24, 48 o 96h) expresados como una concentracion aplicada
solamente a la especie, al estado de vida y a las condiciones ambientales de la
prueba (Molina, 2005).

La mayoria de los bioensayos son menos costosos y consumen menos tiempo
que los estudios ecoldgicos. Empiricamente los bioensayos se dirigen a los

problemas de interacciones de mezclas de contaminantes (Chapman, 1989).

Debe tenerse especial cuidado en las caracteristicas mas comunes y la
seleccidon del tipo de ensayo ecotoxicoléogico, para asegurar que las
concentraciones en el ambiente se mantengan constantes durante largos periodos

de tiempo del ensayo, asi como los criterios para la seleccion del organismo de
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ensayo. Generalmente, para los organismos acuaticos se distinguen en (Carballo
et al., 2003):

Tipos de ensayos:

e De Laboratorio: Reproduccion parcial de las condiciones reales del ambiente
e De Campo: Organismos mantenidos en contenedores adecuados,

sometidos a las condiciones del medio.

Segun sea la renovacion del medio, los ensayos pueden ser:

e Estatico: Se establece la concentracion del téxico al principio del ensayo; el
medio no se renueva, ni se permite ocurra flujo.

e Semiestatico: Renovacién periddica del medio de ensayo y del téxico cada
24 6 48 horas

e Flujo continuo: Renovacion continua del medio de ensayo y del toxico.

Segun el tiempo de exposicidn los ensayos pueden ser:

e Agudo: Periodo de exposicion corto con relacion al tiempo de generacion del
organismo de prueba

e Subcroénico: El periodo de exposicion cubre, al menos, el 10% del tiempo de
generacion del organismo de prueba

e Cronico: El periodo de exposicion cubre, al menos, una generacion del
organismo de prueba.

e De Reproduccion: ElI periodo de exposicion cubre, al menos, tres
generaciones del organismo de prueba

e De Recuperacion: El periodo de exposicion es seguido por la transferencia y

observacion en un medio no toxico.
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Caracteristicas comunes de los bioensayos:

e Exposicion de grupos de organismos de la misma poblacion en buenas
condiciones de salud con aclimatacion previa.

¢ Mantenimiento de condiciones ambientales constantes y estandarizadas.

e Exposicion a concentraciones graduadas del agente.

e Grupos control adecuados.

e Observacion de signos de toxicidad del efecto presentes.

e Medicion y registro detallado de efectos biolégicos en grupos control y
tratados.

e Observacién patoloégica de grupos control y tratados.

e Analisis estadistico de resultados.

La SEMARNAT (2007), a modo de resumen definié al bioensayo como una
prueba biolégica que debe de llevarse a cabo bajo condiciones estandarizadas,
este ensayo establece el efecto que es producido por un agente quimico o fisico
sobre los organismos expuestos, de modo que permite establecer los niveles
permisibles para los contaminantes que son liberados al ambiente. También se
presenta el caso donde el organismo es expuesto a la mezcla de estos agentes,
de manera que se pueda obtener el tipo de interaccion de modo sinérgicamente o

antagonicamente estimando el riesgo potencialmente en ecosistemas acuaticos.

La finalidad que presentan los bioensayos es:

o Establecimiento de niveles permisibles de los contaminantes que son
liberados al ambiente.

e Establecimientos de sitios prioritarios que requieren acciones de limpieza.

e Determinacion de impactos ambientales que son posibles con el uso de
biomarcadores.

e Evaluacién y prevision del efecto que es causado por los nuevos productos

quimicos en el ambiente.
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e Estudios de biodisponibilidad y bioconcentracion de contaminantes.

e Comparacion de la sensibilidad de varias especies.

e Evaluacién de la efectividad de los sistemas de tratamiento de agua y el
establecimiento de las condiciones Optimas de operacion de plantas
tratadoras.

e Evaluacion de la eficiencia de los métodos de remediacion.

2.8 PRUEBAS DE TOXICIDAD ACUATICA

Una prueba de toxicidad tipica involucra un agente o estimulo (por ejemplo, un
pesticida, un metal pesado o una muestra ambiental con contaminantes quimicos),
el cual se aplica a un organismo o grupo de organismos (por ejemplo, un cultivo
bacteriano o de un alga, animales, o plantas) al que denominaremos
genéricamente sujeto, sobre el que se evalua una cierta respuesta
preseleccionada. La magnitud del estimulo o dosis puede medirse como un peso,
un volumen o una concentracion. La respuesta del sujeto se valora mediante la
cuantificacion final de alguna caracteristica (peso del cuerpo, peso del higado,
ritmo cardiaco, etcétera), el cambio de ella (aumento en el peso corporal,
disminucién en la presidon sanguinea) o por la ocurrencia o no de un determinado
fenomeno (muerte, inhibicion del crecimiento, una contraccion muscular, etc.)
(Castillo, 2004).

Partiendo de la base de que la magnitud o la frecuencia de la respuesta
dependera de la dosis aplicada, las pruebas de toxicidad suelen disefarse
utilizando distintas dosis. La informacion obtenida de este tipo de ensayos permite
la cuantificacidon de la relacion entre las dos variables (dosis y respuesta),
caracterizando toxicolégica o ecotoxicolégicamente al compuesto. Normalmente,
las pruebas de toxicidad se disefan para comparar o estimar la potencia de un
agente con relacidn a una preparacion estandar o control. Es importante destacar

que la respuesta a una dosis en particular se vera afectada en mayor o menor
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medida por factores no controlados durante el experimento (Castillo, 2004). Para

un examen mas detallado de la toxicidad acuatica, Rand (1995) la clasifica en:

2.8.1 TOXICIDAD AGUDA

La toxicidad aguda para los fines de clasificaciéon se refiere a la propiedad
intrinseca de una sustancia de ser nociva para un organismo cuando éste se
expone a aquella durante un tiempo corto. Generalmente se expresa en términos
de una concentracion que es letal para el 50% de los organismos de ensayo
(CLso), provoca un efecto adverso medible en 50% de esos organismos (p.e;.
inmovilizacién en el caso de Daphnia, Artemia, etc.), o induce una reducciéon del
50% de las respuestas de los organismos ensayo (tratados) en comparacion con

organismos control (no tratados) (p.ej. la tasa de crecimiento en las algas).

Las pruebas de toxicidad aguda no pueden detectar faciimente los efectos de
compuestos que no sean letales, pero si que retarden el desarrollo (crecimiento o
reproduccion) de las especies, o de compuestos que produzcan danos a nivel
poblacional, lo cual puede tener un impacto ecologico considerable (Moriarty,
1988).

2.8.2 TOXICIDAD CRONICA

La toxicidad crénica, a efectos de clasificacion, designa las propiedades
potenciales o reales de una sustancia para provocar efectos adversos en
organismos acuaticos durante exposiciones que se determinan en relacion con el
ciclo de vida del organismo. Esa toxicidad crénica se traduce habitualmente en
una serie de efectos sub-letales y se expresa, por lo general, en términos de una
concentracion sin efecto observado (NOEC) o una CEx equivalente. Entre los
efectos observables suelen figurar la supervivencia, el crecimiento y/o la

reproduccién. La duracion de la exposicién en los ensayos de toxicidad cronica
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puede variar mucho en funcién del efecto medido y de la especie utilizada en el

ensayo.

2.9 BIOINDICADORES Y SU IMPORTANCIA

Para la evaluacion de los efectos téxicos de los contaminantes quimicos es
importante la adecuada eleccién del organismo de prueba que se empleara, pues
no solo es necesario contar con un valor de CLso, sino que es también
indispensable el poder inferir posibles danos sobre las comunidades acuaticas en
los sistemas receptores, a partir de este resultado (Dorn et al., 1987; Chapman,
2000).

En general, los criterios de seleccion de especies se fundamentan en los

siguientes aspectos:

e Alta y constante sensibilidad a toxicos.

e Alta disponibilidad y abundancia.

e Estabilidad genética y uniformidad en las poblaciones.

e Representatividad de su nivel tréfico.

e Significado ambiental en relacion con el area de estudio.
o Amplia distribucién e importancia comercial.

e Facilidad de cultivo y adaptabilidad a las condiciones de laboratorio.

Es importante destacar que no siempre puede cumplirse con todos los
requerimientos sefialados y, en algunos casos, la seleccion aparentemente
mostrara algunas contradicciones. Sin embargo, es necesario tener en cuenta
que, en algunos procesos de seleccion, los investigadores, de acuerdo con cada

situacidn, daran mayor o menor peso a ciertos criterios de seleccién (Dutka, 1996).

Un bioindicador (o biomarcador) se define como cualquier respuesta bioldgica
a un quimico ambiental a nivel individual, cuando se sale de un estatus normal.
Son medidas bioquimicas, fisioldgicas, histoldégicas, morfolégicas y de

comportamiento que se consideran como bioindicadores (Gil y Pla, 2001). La
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razon mas importante para el uso de bioindicadores en la evaluacion del riesgo
ambiental, es decir, en el proceso por el cual se estiman los efectos adversos de
los contaminantes sobre los ecosistemas y sus componentes, con un cierto grado
de certidumbre, empleando metodologias cientificas, (Depledge y Fossi, 1994) es

que nos pueden dar informacion sobre los efectos de los contaminantes.

Una ventaja de los bioindicadores es que puede mostrar que, si la fisiologia del
organismo se encuentra dentro de los limites normales, entonces no es necesario
actuar. Por el contrario, niveles de cero, son dificiles de encontrar en
determinaciones analiticas. ldealmente, ambos estudios (p. ej. residuos vy
bioindicadores) deben emplearse al mismo tiempo de manera integrada (Walker et
al., 2006).

Los bioindicadores de contaminacion, calibran la calidad del ecosistema a
través de informacion que es recogida en el agua, en la atmdsfera o en el suelo, y
permiten identificar, dentro de un marco de calidad, el nivel de deterioro ambiental
(Arenas, 1993). Para poder evaluar el deterioro ambiental de un ecosistema
acuatico debido a un contaminante es necesaria la seleccion de una comunidad
bioindicadora de calidad de agua y el conocimiento previo de la biota que

caracteriza la zona de estudio (Zufiga de Cardoso et al., 1993).

El potencial de los organismos animales como bioindicadores en ensayos de
toxicidad esta ampliamente demostrado. La principal ventaja de emplearlos en
investigaciones ecotoxicolégicas es la de mostrar los efectos del toxico a nivel
individual y sus consecuencias posteriores para niveles superiores de
organizacion biolégica, poblacién y comunidad (Alayo y lannacone 2002). La
informacion obtenida en las pruebas de toxicidad aguda y cronica mediante
protocolos estandarizados es utilizada en el establecimiento de estandares de
calidad acuatica, limites permisibles de emisién de contaminantes y biomonitoreos
(Sanchez y Vera, 2001).

Los organismos Dbiolégicos para ser wusados como herramientas
ecotoxicolégicas requieren ser sencillos, practicos, sensibles y repetibles

(lannacone et al., 1998; Alayo y lannacone, 2002). Los cultivos controlados

49



permiten obtener individuos 6ptimos y saludables para las pruebas toxicologicas
(Centeno et al., 1995; Lauth et al., 1995; Trottier et al., 1997); la carencia de
estandarizacion en las condiciones de cultivo es la mayor fuente de variacién de
los resultados en un mismo laboratorio, asi como entre laboratorios (Centeno et
al., 1995; Wong y Dixon, 1995).

2.9.1 PLANCTON

El plancton es un término general que incluye bacterias, plantas y animales, e
indica organismos que estan suspendidos en el agua y tienen habilidades motrices
limitadas o ausentes. Los organismos planctonicos estan sujetos a dispersion
vertical y horizontal por la turbulencia y otros movimientos del agua. La
productividad biologica, depende de la capacidad del plancton marino para captar,
retener y transferir el carbono. El plancton posee un rol fundamental en la
regulacion de los ciclos del planeta como se observa en la figura 10 (Escribano y
Castro, 2013).

]
Clasificacion

Fitoplancton (plantas).
Zooplancton (animales ).

Plancion baﬁpe!&gi o

Zonas poco iluminadas Plancton de la penumbra:
Profundidades de 30 a los
Bacte noplancion 50 metros,
(bacterias).
Fotoplancton: localizado
Ictioplancton (huevos entre |1 v 30 m en las
y larvas de peces). capas mds iluminadas

Figura 10. Clasificacién del plancton (Escribano y Castro, 2013).
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El fitoplancton se conforma de organismos fotoautétrofos los cuales
consumen nutrientes y producen oxigeno; siendo productores primarios de la
cadena alimentaria (figura 11), mientras que el zooplancton se refiere a los
consumidores primarios del fitoplancton y otros microorganismos (figura 12).
Zooplancton y fitoplancton son, por formar parte del primer nivel trofico en
ecosistemas acuaticos, organismos idoneos para el estudio de la calidad del agua

y sus repercusiones medioambientales (Menéndez, 2010).

El fitoplancton es el productor primario en lagos, convirtiendo radiacién solar y
carbono inorganico en carbono organico a través del proceso de fotosintesis. Los
productores primarios son ingeridos por el zooplancton. En los lagos, los agentes
primarios de descomposicion de materia organica tienden a ser las bacterias que,
a su vez, se constituyen en alimento del zooplancton. Aunque el proceso no esta
totalmente comprendido, estda ampliamente aceptado que las bacterias juegan un
rol principal en los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes inorganicos y organicos
y en la transferencia de energia en lagos. La productividad del lago depende,
ademas de las fuentes de nutrientes (nitrogeno y fésforo), de la cantidad de

oxigeno y el tiempo de retencion del agua (Menéndez, 2010).

En este contexto, el zooplancton, es usualmente mas denso que el agua y
tiende a hundirse. La turbulencia, y otros procesos del agua, lo mueven en planos
verticales y horizontales y producen su dispersion no aleatoria a través de la zona
pelagica. No obstante, aunque sujetos a estos mecanismos fisicos en aguas
abiertas, muchos miembros de este grupo pueden moverse extensivamente en
partes quietas y generar migraciones verticales diarias. El zooplancton tiene
tiempos de generacion de entre 1 hora y 10 dias (los tiempos de generacién de los
peces estan en el rango 10 dias a varios afos) (Menéndez, 2010). Como se
menciond en el apartado anterior, organismos zooplanctonicos son utilizados
como bioindicadores en la calidad de agua, en este caso Artemia como organismo

representante zooplanctonico de ecosistemas estuarinos y marinos.

51



Fitoplancton

FITOPLANCTON

Piramide Trofica

Primer eslabén en la cadena tréfica del mar

Figura 11. Fitoplancton (Escribano y Castro, 2013).

Figura 12. Zooplancton (BIOSIMA S.R.L., 2014).
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2.10 ARTEMIA FRANCISCANA

Artemia franciscana es una especie distribuida en los lagos de agua salada y
mares de todo el mundo (Brito et al., 2006). Esta especie es capaz de depositar
huevos que constan de un quiste integrado por aproximadamente 4000 células,
las cuales le confieren gran resistencia en condiciones extraordinarias de estrés
fisiologico (Amons et al., 1997). Mientras los huevos permanezcan bajo
condiciones de estrés, estaran metabdlicamente inactivos (letargo); una vez dadas
las condiciones ambientales especificas, los huevos reanudan su metabolismo y
desarrollo, hasta finalmente emerger en forma de nauplios (Liang y MacRae,
1999).

El desarrollo del embridn hasta la eclosion dura aproximadamente 24 horas en
condiciones adecuadas, llegando a su fase adulta en 20-30 dias de vida libre,

favoreciendo su uso en estudios de toxicidad aguda (Andriolli et al, 2007).

El estatus taxondmico del género Artemia es el siguiente (Martin y Davis, 2001):

e Subfilo: Crustacea (Brlinnich, 1772)

e Clase: Branchiopoda (Latreille, 1817)

e Subclase: Sarsostraca (Tasch, 1969)

e Orden: Anostraca (Sars, 1867)

e Familia: Artemiidae (Grochowski, 1896)
e Género: Artemia (Leach, 1819)

2.10.1 ECOLOGIA Y DISTRIBUCION

Diferentes cepas geograficas de Artemia se adaptaron a condiciones muy
variadas, como temperaturas del agua entre 6 y 35 °C, y aguas ricas en cloruros,
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sulfatos y carbonatos, de hasta 250 g/L, es decir, siete veces mas que el
contenido del agua de mar (Sorgeloos et al., 1986). Artemia tiene ciertas
caracteristicas que le permiten adaptarse en forma extraordinaria a la vida en

aguas hipersalinas, entre ellas (Triantaphyllidis et al., 1998):

a) Tener sistemas fisiologicos eficientes que le confiere resistencia a altisimas
concentraciones de sal.

b) Tener una capacidad de adaptarse a los bajos niveles de oxigeno disuelto
que existen en los ambientes hipersalinos puede sintetizar pigmentos
respiratorios, incluida la hemoglobina.

c) Tener la posibilidad de producir formas de resistencia (cistes o quistes) que

pueden sobrevivir a largos periodos de absoluta sequia.

Aunque Artemia tiene capacidad de vivir en concentraciones salinas como las
del mar (35 g/L o menores), carece de mecanismos de defensa eficaces contra los
predadores, lo que convierte a esta especie en una presa facil para otras especies
carnivoras (peces, crustaceos o insectos). Por ello, es mas comun en aguas
hipersalinas, donde sus predadores no consiguen prosperar (Sorgeloos et al.,
1986).

2.10.2 MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA

Artemia tiene la particularidad de presentar criptobiosis, quistes secos inactivos
manteniéndose asi tanto tiempo como permanezcan secos. Una vez puestos en
agua de mar, los quistes biconcavos se hidratan tomando forma esférica y el
embrion recobra su metabolismo reversible interrumpido. Tras unas 24 horas la
membrana externa de los quistes se rompe (“breaking”) y aparece el embridn
rodeado de la membrana de eclosion. Durante las horas siguientes, el embridn
abandona completamente la cascara del quiste: colgando entretanto de la cascara
vacia a la cual permanece todavia unido (estado de “umbrella”). 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
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se rasga (= “hatching”) emergiendo el nauplio que nada libremente (Figura 13)
(Sorgeloos et al., 1986).

luz
E-1 E-2
1h, -:'l'ih@ —_ —
AM
quiste quiste
s@co hidratado ruptura
comienzo '
del metabolismo

aclosién

Figura 13. Desarrollo del quiste de Artemia desde la incubacién en agua marina
hasta la liberacién del nauplio (Sorgeloos et al., 1986).

El primer estadio larvario (también llamado estadio |) mide entre 400 y 500
micras de longitud, tiene un color pardo anaranjado y posee tres pares de
apeéndices: el primer par de antenas (también llamadas anténulas y que tienen una
funcién sensorial) el segundo par de antenas (con funcién locomotora y filtradora)
y las mandibulas (con una funcién de toma de alimento). Un unico ocelo de color
rojo también llamado ojo nauplial se encuentra situado en la cabeza entre el
primer par de antenas. La cara ventral del animal se encuentra cubierta por un
amplio labro que interviene en la toma de alimento. El estadio larvario | no se
alimenta ya que su aparato digestivo no es todavia funcional (permaneciendo aun

cerrados la boca y el ano) (Sorgeloos et al., 1986).

Tras aproximadamente 24 horas, el animal pasa al segundo estadio larvario
(también llamado estadio Il). Pequefias particulas alimenticias (tales como células

de microalgas, bacterias, detritus) con un tamafo que varia entre 1 y 40 micras
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son filtradas por el segundo par de antenas, siendo entonces ingeridas por un

aparato digestivo ya funcional (Sorgeloos et al., 1986).

La larva continua su crecimiento apareciendo diferenciaciones a lo largo de las
15 mudas. Asi van apareciendo unos apéndices lobulares pares en la region
toracica que se diferenciaran posteriormente en toracépodos, se desarrollan ojos
complejos laterales a ambos lados del ojo nauplial. Desde el estado X en adelante,
se producen importantes cambios tanto morfolégicos como funcionales, por
ejemplo: las antenas pierden su funcion locomotriz y se transforman en elementos
de diferenciacion sexual. Los futuros machos desarrollan unos apéndices
curvados y prensiles mientras que las antenas de las hembras degeneran en

apeéndices sensoriales (Sorgeloos et al., 1986).

Los adultos se caracterizan por un cuerpo alargado con dos ojos complejos
pedunculados, un aparato digestivo lineal, unas anténulas sensoriales y 11 pares
de toracopodos funcionales. EI macho posee un par de piezas prensiles
musculadas muy caracteristicas (segundo par de antenas) en la regién cefalica
mientras que en la parte posterior del torax se puede observar un par de penes. La
hembra de Artemia no tiene apéndices distintivos en la regién cefalica, pero puede
ser facilmente reconocida por el saco de puesta o utero que esta situado
inmediatamente detras del undécimo par de toracopodos (Figura 14) (Sorgeloos et
al., 1986).
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Figura 14. Diferencias morfologicas entre macho y hembra de Artemia (Dockery y
Tomkins, 2000).

Los huevos fecundados se desarrollan normalmente en nauplios nadadores (=
reproduccién ovovivipara) que son depositados por la hembra. En condiciones
extremas (salinidad elevada, bajos niveles de oxigeno) las glandulas de la cascara
entran en actividad y acumulan un producto de secrecion de color marrén. 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 diapausa (= parada reversible del
metabolismo embrionario) y siendo liberados por la hembra (= reproduccién

ovipara) (Figuras 15y 16) (Sorgeloos et al., 1986).

57



Figura 15. Huevos fecundados de Artemra (Martin, 2015).

Fase de=
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Reproduccidn
I PARTENOGENETICA SROVIvpdn
Figura 16. Reproduccién ovipara u ovovivipara de Artemia (Rivero, 2015).

En condiciones adecuadas esta especie puede vivir varios meses, creciendo de
nauplio a adulto en solo 8 dias y reproduciéndose a una tasa de hasta 300

nauplios o quistes cada 4 dias (Diagrama 1) (Sorgeloos et al., 1986).
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Diagrama 1. Ciclo de vida de Artemia franciscana.

2.10.3 MORFOLOGIA Y METABOLISMO DE LOS QUISTES

De acuerdo con la revision de Clegg y Conte (1980); un esquema de la
ultraestructura de un quiste de Artemia esta representado en la figura 17.

La cascara del quiste esta formada de tres estructuras:

e EIl corién: Capa dura formada de lipoproteinas impregnadas de quitina y
hematina. La principal funcién del corion es la de proporcionar una
proteccion adecuada al embridn contra rupturas mecanicas y radiaciones (ej.
las radiaciones ultravioletas de los rayos solares).

e La membrana cuticular externa: membrana compuesta de varias capas y
con una funcion de filtro muy especial, actuando como barrera de
permeabilidad).

e La cuticula embrionaria: Una capa transparente y altamente elastica que
queda separada del embrién por la membrana cuticular interna (que se

transforma en membrana de eclosion durante el proceso de incubacion).
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Figura 17. Esquema de la ultraestructura de un quiste de Artemia (Clegg y Conte,
1980).

Los quistes secos son altamente higroscopicos, incorporando agua a gran
velocidad, por ejemplo, en las primeras horas el volumen del embrion hidratado
aumenta mas de un 100%. Una vez completamente hidratado se puede iniciar el
metabolismo activo a condicion de que los quistes estén suficientemente
iluminados. A intensidades de luz demasiado bajas, la tasa de eclosién se retrasa

o simplemente no se produce (Clegg y Conte, 1980).

El metabolismo aerdbico en el embrion enquistado asegura la conversidn de la
trealosa, como carbohidrato de reserva, en glicogeno (como fuente de energia) y
glicerol que son acumulados por el embrion en la membrana cuticular externa. El
incremento en la concentracion de un producto altamente higroscépico como es el
glicerol ocasiona un mayor aumento en la asimilacion de agua por el embridn a
través de la membrana cuticular externa. Como consecuencia de este fenbmeno
se produce un aumento de la presidn osmadtica en el interior de la membrana
cuticular externa hasta que se alcanza un punto critico, momento en el cual se
produce la ruptura de esta membrana y de la cascara del quiste (= “breaking”)
(Clegg y Conte, 1980).
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2.10.3.1 INFLUENCIA DE LA SALINIDAD EN LA ECLOSION

La ruptura de la cascara va acompanada de la liberacion de todo el glicerol al
medio de cultivo. La ruptura se puede producir en ausencia de sales y que a
medida que aumentan los niveles de salinidad en el medio de eclosion, se
necesitan mayores concentraciones de glicerol para alcanzar el punto critico de
presion osmotica necesario para que se produzca la ruptura de la cascara (por
diferencia entre la presidn osmotica dentro y fuera del quiste). De esta forma
cuanto mayor es la salinidad en el medio, mayor cantidad de glicerol tiene que ser
producido, alargandose con ello el periodo de eclosion y de ruptura y disponiendo

de menos reservas energéticas para el nauplio (Clegg y Conte, 1980).

2.10.3.2 TOLERANCIA A LA TEMPERATURA

Los quistes secos (con un contenido en agua entre el 2 y el 5%) son muy
resistentes, por ejemplo, la viabilidad de la eclosién no se ve afectada en un
intervalo de temperatura entre -273 y 60°C pudiendo tolerar hasta 90°C si las
exposiciones son de breve duracion (en realidad las exposiciones deberan ser
mas cortas a medida que la temperatura aumenta) (Clegg y Conte, 1980).

Los quistes hidratados (completamente hidratados en el medio de cultivo)
tienen una tolerancia a la temperatura muy especifica (ver esquema en la figura
18) (Clegg y Conte, 1980):

e Una interrupcion del metabolismo (= muerte del embrion) se produce por
debajo de -18°C y por encima de 40°C.

e Una interrupcion reversible del metabolismo se produce (= sin que la
viabilidad se vea afectada) en un intervalo de temperaturas que varia entre
18°C y 4°C y entre 32°C y 40°C (una exposicion de larga duracion a este
ultimo intervalo de temperaturas ocasiona un retraso progresivo de la tasa

de eclosion).
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e El metabolismo activo actua en el intervalo de temperatura entre 4 y 32°C;
aunque si bien el porcentaje de eclosién permanece constante, los nauplios

eclosionan antes a medida que la temperatura es mas alta.
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CONTENIDO ENERGETICO DE LOS NAUPLIOS

Figura 18. Diagrama esquematico del efecto de las temperaturas del agua sobre el
metabolismo del quiste de Artemia (Clegg y Conte, 1980).

2.11 BIOENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA EN ARTEMIA
FRANCISCANA

La realizacion de bioensayos de toxicidad aguda tiene por objeto clasificar las
sustancias de acuerdo con su peligrosidad. En este sentido, pese al avance en los
conocimientos toxicoldgicos y la mayor frecuencia de intoxicaciones croénicas, es
considerada la DLso (en nuestro caso la CLso), como un indicativo clave en ciertas
legislaciones, para determinar la capacidad toxica de muchas sustancias (Repetto
y Repetto, 2010) razdén por la cual, es necesario garantizar la reproducibilidad y
confiabilidad de dichos estudios, por lo tanto, la elecciéon del organismo indicador

es de mucha importancia, razén por la cual, para este ensayo fue empleada la
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especie Artemia franciscana, que gracias a sus condiciones fisiolégicas y de

desarrollo, favorece su uso en estudios de toxicidad aguda (Andriolli et al., 2007).

El ensayo de Artemia spp. tiene las ventajas de ser mas rapido (24 horas),
barato y sencillo (no se requieren técnicas asépticas). Se pueden utilizar
facilmente un gran numero de organismos para la validacién estadistica, no
necesita equipamiento especial y se emplean pequefas cantidades de muestras
(2-20mg o menos) (McLaughlin et al., 1998).

Las ventajas de Artemia como la mejor “primera eleccion” para estudios de
toxicidad en el medio marino pueden resumirse como sigue (Vanhaecke et al.,
1981):

e Los quistes estan comercialmente y facilmente disponibles para que los
ensayos puedan llevarse a cabo en todo el mundo con el mismo material
original y sin ningun problema de provision, por otra parte, la cantidad de
quistes requeridos por ensayo es muy pequefia para que el precio del
material biolégico sea insignificante;

e Se elimina por completo la necesidad de mantener durante todo el afio los
cultivos de stock, con todas las dificultades biolégicas y técnicas y las
considerables repercusiones econémicas;

e Gran numero de organismos de prueba exactamente de la misma edad y

condicion fisiolégica se puede obtener facilmente para iniciar las pruebas.

Como regla general podemos decir que el nivel de salinidad mas bajo en el que
se encuentra Artemia varia de un lugar a otro y esta determinado por el nivel de
tolerancia a la salinidad superior del depredador local. Por ultimo, pero no por ello
menos importante, Artemia se cultiva a nivel internacional para fines de
investigacion fundamental, asi como para aplicaciones de acuicultura en agua
salina a una concentracién de 35g/L produciendo descendientes que pueden

cultivarse en diferentes generaciones (Vanhaecke et al., 1981).
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Segun Vanhaecke y Persoone (1984) los aspectos que deben ser

considerados para desarrollar una prueba de Artemia spp estandar son los

siguientes:

Utilizar los estadios larvales tempranos para pruebas de toxicidad aguda,
Los quistes tienen que eclosionar bajo condiciones estrictamente
controladas de temperatura (28°C), salinidad (3.5%), aireacion (constante),
luz (1000 Ix) y pH (8.2+0.2),

Las larvas tienen que ser exactamente de la misma edad al inicio de cada
prueba,

Durante la prueba, la larva no debe transformarse en otro estadio con una
sensibilidad diferente,

Las pruebas deben realizarse con quistes del mismo origen geografico,

Las condiciones experimentales de la prueba tienen que ser definidas con
gran exactitud,

Se realiza un ensayo de control con un producto quimico toxico de
referencia cada vez en paralelo para comprobar tanto la sensibilidad de las

larvas como la conformidad con el procedimiento tecnologico estandar.

Los ensayos de toxicidad con Artemia permiten determinar la letalidad

potencial de sustancias quimicas puras, aguas residuales domésticas e

industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable, y

extracciones de sedimentos, entre otros (Vanhaecke y Persoone, 1984).

En las pruebas de toxicidad con Artemia los nauplios de aproximadamente 24

h de edad (Instar Il o Ill) son expuestos a la muestra o compuesto a probar, por un

periodo de 48 h, al término del cual se cuantifica el numero de organismos

muertos. Con estos resultados se establece la proporcidbn o porcentaje de

mortalidad producida (Vanhaecke y Persoone, 1984).
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2.12 LEGISLACION

En México, es muy reciente la implementacion de un programa de monitoreo
ambiental. El Programa Nacional de Monitoreo y Evaluacion Ambiental de
sustancias toxicas, persistentes y bioacumulables (PRONAME) responde a la
necesidad de generar informacion sobre sustancias seleccionadas por su
pertinencia a nivel nacional e importancia a nivel global, para la definiciéon de
politicas en materia de identificacion, reduccion y en su caso eliminacion de
riesgos a la salud y al medio ambiente (INE, 2007).

El uso de los estudios ecotoxicolégicos tiene muchas aplicaciones en la
proteccion ambiental; México cuenta con un numero limitado de pruebas que se
encuentran validadas y legisladas entre las que se encuentran: en el bioensayo de
Microtox (SCOFI, 1995a) que utiliza a Vibrio fischeri como bioindicador
luminiscente, Artemia salina (SCOFI, 1995b) y la recientemente modificada prueba
con Daphnia magna (SCOFI, 2010).

La norma mexicana NMX-AA-110-1995-SCFI es aplicable para la evaluacion de
toxicidad aguda en cuerpos de agua salobres y marinos, asi como aguas
residuales industriales, municipales y agricolas, lixiviados, sustancias puras o
combinadas y extractos acuosos con salinidades mayores a diez. Ademas, dicha
norma establece el método biologico para la evaluacion de la calidad del agua
mediante pruebas de toxicidad aguda utilizando Artemia franciscana,
microcrustaceo que cumple el papel de bioindicador, combinando rapidez,

confiabilidad y bajo costo.

El gobierno federal impulsé por algunos afos el analisis de las pruebas que
mas conviniera al pais, el resultado fue un libro de protocolos que incluye pruebas
para agua dulce y marina, asi como para suelos (Ramirez-Romero y Mendoza-
Cantu, 2007); también financié un ejercicio de intercalibracion de dos pruebas para

agua dulce (Mendoza-Cantu et al., 2011).

En los EUA, el Programa del Sistema Nacional de Eliminacion de las Descargas
de Contaminantes (NPDES, por sus siglas en inglés) tiene como objetivo controlar

las descargas tdxicas, implementar estandares de calidad del agua y restaurar y
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mantener la calidad de los sistemas acuaticos de tal manera que puedan ser
usados para actividades recreativas entre las que se incluyen la natacidén y la
pesca (EPA, 2004).

La EPA (1986), la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2002) y la
OMS (2003) hacen una recopilacion de estandares para el hierro sin hacer
mencion de los bioindicadores utilizados, el limite comun de 0.3mg/L a 0.2 mg/L, y
en algunos paises estos limites no son respetados y sobrepasan al considerar

como permisible 0.7mg/L. La EPA lo clasifica como contaminante secundario.

El Reglamento de Vertido y Reuso de Aguas Residuales y el Reglamento para
la Calidad del Agua Potable (Compendio de cuatro reglamentos, 1999) limita la
cantidad de turbidez, color y el contenido de sélidos suspendidos en el agua, ya

sea para descarga o consumo humano.
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3. JUSTIFICACION

Una de las problematicas ambientales emergentes en el pais se refiere al uso
indiscriminado de quimicos en diversas actividades industriales, lo cual se traduce
a riesgos sanitarios y ambientales importantes. Desarrollar métodos de evaluacién
ecotoxicoldgica en ecosistemas marinos y de estuario es también una necesidad
incluida en el Programa Internacional de Seguridad de las Sustancias Quimicas

(IPCS, por sus siglas en inglés) de las Naciones Unidas.

El desarrollo del presente trabajo esta basado en establecer una metodologia
basica y sencilla para evaluar el riesgo medioambiental, provocado por la
presencia de sulfato ferroso (FeSO4) que puede estar presente en los vertidos y
efluentes provenientes del tratamiento de coagulacion de aguas residuales, ante
variaciones de pH, utilizando como bioindicador nauplios de Artemia franciscana.
En adicion, los parametros fisicoquimicos del agua, precisamente el pH influye
sobre la biodisponibilidad, solubilidad, precipitacidén, especiacion y la toxicidad de
los metales presentes. Esto dificulta la evaluacion de la respuesta del hierro
debido a las diferentes formas inorganicas o en la formacidon de complejos

organicos con la materia organica que puede presentarse en la columna de agua.

En este contexto, los organismos zooplanctonicos ocupan una posicidon central
en las cadenas tréficas pelagicas, debido a que presentan ciclos de vida cortos y
facilidad de cultivo. Entre los principales taxa del zooplancton se encuentran los
protozoarios, los claddceros, los copépodos y los rotiferos. EI género Artemia ha
sido ampliamente utilizado para estudios de toxicidad aguda y cronica, tanto en su
estado embrionario como en sus formas larvarias, presentandose como
organismos bioindicadores de gran utilidad para estudios ecotoxicologicos en el
medio acuatico lo cual queda refrendado en la norma mexicana NMX-AA-110-
1995-SCFI explicable para la evaluaciéon de toxicidad aguda en cuerpos de agua

salobres y marinos.
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4. HIPOTESIS

El sulfato ferroso vertido en aguas residuales presenta mayor potencial de
riesgo toxicologico a pH bajos sobre las poblaciones zooplanctonicas de los

ecosistemas acuaticos salinos.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Evidenciar el riesgo téxico a corto plazo del sulfato ferroso, a través de
exposiciones sobre poblaciones de Artemia franciscana, ante variaciones de pH

comprendidas entre 4.5y 8.5.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto téxico agudo del sulfato ferroso (FeSQOa) a través de la

determinacién de la CLso a 24 horas ante pH control de 8.5.

e Evaluar el impacto que supone la presencia del sulfato ferroso (FeSOa4) al
determinar el efecto téxico agudo a diferentes valores de pH del medio (4.5,

5.5y 6.5), evaluando la CLso a 24 horas de exposicion del xenobidtico.
o Establecer la maxima concentracion donde no se observa respuesta de
letalidad sobre Artemia franciscana (24h-NOEC) como un indice de

seguridad del compuesto.

e Comparar estadisticamente la CLso obtenida en las variaciones de pH con

respecto al pH control.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 PREPARACION DE AGUA MARINA SINTETICA

La preparacion de agua marina se realizé a partir de sal marina obtenida de
Sera (Sera Premium, Sera Germany), especialmente preparada mediante
suplementaciéon de calcio y oligoelementos para un mejor cultivo de algas e
invertebrados de agua salada. Este preparado se presenta libre de nitratos,
fosfatos y silicatos, y lleva adicionados quelatos especiales que contribuyen a la

detoxificacion de metales pesados como el cobre.

Para la preparacion de agua marina reconstituida (Diagrama 2), se disolvié
dicha sal marina en agua destilada (Milli-Q) hasta alcanzar una concentracion del
3.5 % y una densidad de 1.022-1.024 gr/L. El agua marina asi reconstituida era
posteriormente aireada y removida mediante bomba sumergible durante 24 horas,
para conseguir las condiciones apropiadas de oxigeno y dioxido de carbono.
Finalmente, el agua marina reconstituida era filtrada mediante filtros de celulosa
de 30 ym (Millipore).

Diluiren1000 mL de Medir pH y ajustar

35 grs de sal marina : J,
S agua destilada con solucion de HCI
sg?agcgggmrﬁa obteniendo una al 1M hasta pH
solucion al 3.5% 8.240.2
\ \

Diagrama 2. Metodologia para preparar el agua marina reconstituida.
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6.2 MATERIAL BIOLOGICO

La obtencion de nauplios de Artemia franciscana se realiza a partir de huevos
desecados obtenidos de Argent (Argent Chemical Laboratories, Washington,
USA) vy utilizando la linea ARGENTEMIA Grade Il 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 inducciéon de minimo (T0) 9 horas y maximo (T90) 16 horas, obteniendo
asi poblaciones homogéneas de nauplios, de las que al menos un 80% tenian un
tamano de 500-525 um.

Para la obtencién de nauplios se pesaron 0.1g de Artemia franciscana y se
incubaron durante 24h en 150mL de agua marina sintética en artemiero,
manteniendo una oxigenacidon constante mediante una bomba de aireacion y con

las siguientes condiciones en el bafio térmico (Tabla 5):

Tabla 5. Parametros para una éptima eclosiéon de nauplios de Artemia franciscana.

PARAMETROS CONDICIONES
pH 8.210.2
Salinidad 3.5% (35 g/L)
Temperatura 28°C
Luz 1000 Ix
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6.3 SUSTANCIA EMPLEADA EN EL BIOENSAYO

Se prepard una solucién de FeSOs disolviendo 50 mg de reactivo en 1mL de
agua destilada, posterior a ello, se realizd6 una dilucion 1:10 para obtener
concentraciones crecientes (15-75 mg/L), y asi determinar la letalidad del sulfato

ferroso a 24h.

6.4 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL SULFATO
FERROSO EN NAUPLIOS DE ARTEMIA FRANCISCANA

La metodologia para la determinacion de la Concentracion Letal 50% (CLso) se
basa en la descrita por Persoone et al. (1989), que consiste en determinar la
concentracion que causa la muerte del 50% de nauplios de 24h de Artemia sobre

placas de cultivo celular de 24 pocillos (Sarstedt Inc., USA).

6.4.1 DISTRIBUCION DE NAUPLIOS DE ARTEMIA

Los nauplios de Artemia una vez obtenidos, se distribuyen en un conjunto de 10
individuos por cada uno de los 24 pocillos existentes en cada una de las placas
multipocillo utilizadas (figura 19). Para ello, un conjunto de nauplios procedentes
del total de nauplios obtenidos seran separados del resto y se transfieren a una
nueva placa de Petri, teniendo cuidado de traspasar el menor volumen de medio
salino posible. Seguidamente, y por medio de una pipeta Pasteur, un conjunto de
10 nauplios se introduce en cada uno de los pocillos, realizando una confirmacion
posterior a su traslado, bajo lupa binocular, para asegurarnos de que cada pocillo

poseia el numero exacto de nauplios.
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Para la realizacion de las posteriores exposiciones a la sustancia ensayada, la
columna 1 de la placa multipocillos quedaria reservada para los estudios control

(sin exposicion al compuesto).

Figura 19. Placas de cultivo celular de 24 pocillos.

6.4.2 EXPOSICIONES PREVIAS

Se realizaron ensayos de toxicidad previos, con el fin de determinar los valores
de concentracion letal minima (CLmin) y concentracion letal maxima (CLmax).

Para su obtencién, se realizaron ensayos sobre placas multipocillo, a
concentraciones crecientes del toxico. Asi, con posterioridad a la exposicion, las
placas multipocillo seran incubadas a 28°C en una camara de cultivo, en ambiente
de oscuridad y durante un periodo de 24 horas. Pasado este tiempo, se realizara
la lectura de la placa en un estereoscopio, contabilizando el numero de nauplios
vivos y muertos en cada uno de los pocillos. En este sentido, y con el fin de
establecer parametros similares para todos los estudios, se considera que un
nauplio estd muerto cuando no exhibe ningun tipo de movimiento, ni interno ni

externo, durante un periodo de observacion de 10 segundos (figura 20).
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Figura 20. Nauplios muertos de Artemia franciscana observados en el
estereoscopio (Laboratorio de Ecotoxicologia. Facultad de QFB. UMSNH).

Para la validacion de cualquier ensayo realizado, es necesario que los datos
obtenidos en las columnas control, fueran iguales o superaran el 90% de
supervivencia de nauplios, descartando todo aquel ensayo que no superara este
requisito.

De esta forma, se obtienen las CLmin y CLmax correspondientes y en la
sustancia ensayada, siendo la primera la maxima concentracion 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 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, quedaran establecidos los rangos de concentracion que

posteriormente serian aplicados para los diferentes ensayos de toxicidad aguda.
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6.4.3 EXPOSICIONES FINALES

Una vez que se establecen las correspondientes CLmin y CLmax, se
practicaron las correspondientes exposiciones al toxico y también a los diferentes
pH, aplicando un total de 5 concentraciones dentro del rango establecido, que
corresponderian a las columnas 2 a 6 de la placa multipocillos, y reservando a la
columna 1 como control, para el estudio de letalidad. En cada pocillo se colocan
10 nauplios de 24h de Artemia los cuales son expuestos a las distintas
concentraciones del agente quimico en un volumen total de 1ml (1000pl). Para
cada concentracion del agente quimico se establece un control y cuatro
repeticiones con un numero de ensayos a 12, se incuban las placas a 28°C por
24h. La observacion del grado de toxicidad de los nauplios a las diferentes
concentraciones se realizé por medio del estereoscopio a las 24h de exposicidn en
un ambiente de oscuridad, para determinar su mortalidad y la carencia de

movilidad a los 10 segundos de observacion (lannacone, 2007).

Para llevar a cabo el bioensayo, fue necesario realizar un control para verificar
el rango de pH en el cual el bioindicador permanecia vivo y estableciendo como
minimo un pH acido de 4.5. Se preparé agua marina a diferentes pH (4.5; 5.5 y
6.5), en cada una se diluyo la solucion de FeSO4 respetando las concentraciones
crecientes (15, 25, 35, 50 y 75 mg/L) para la exposicion a 24h, llevando a cabo los

12 ensayos para cada pH.

7. ANALISIS ESTADISTICO

La estimacién de las LCsops4) y NOEC se realizd por regresion no lineal

mediante curvas Concentracion-Respuesta, para posteriormente calcular los
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logaritmos de las concentraciones finales de cada valor de pH, relacionando con el
porcentaje de mortalidad (% mortalidad vs log concentracion). Para determinar la

respuesta de mortalidad se realizé un test de normalidad.

La prueba de Distribucion Normal de los datos se realiz6 mediante la prueba
D’Agostino y Pearson. Posteriormente se aplico la prueba de ANOVA (1 via) Test
de Tukey para la comparacion multiple de las concentraciones de los pH acidos
(4.5, 5.5 y 6.5) de manera individual, asi como del pH control (8.5) utilizando un

intervalo de confianza de p<0.05.

Los calculos estadisticos se realizaron a través del paquete estadistico
Graphpad Prism v5.0 (Graph-Pad Software Inc., USA), en el cual se obtienen las

graficas de las pruebas realizadas.

8. RESULTADOS

Se obtuvo la toxicidad aguda a 24h de exposicion del sulfato ferroso sobre
nauplios de Artemia franciscana mediante la determinacidén de la respuesta ClLso
de cada pH ensayado realizando 12 bioensayos para cada uno, obteniendo los

siguientes resultados:

a) pH4.5

En la tabla 6 se observan los valores obtenidos de CLso y NOEC a 24h del
FeSO4 a pH de 4.5; donde podemos apreciar que de manera experimental con
diferencias estadisticamente muy significativas (p<0.0001) con respecto al pH

control 8.5 del cual se obtuvo una CLsode 172.98 mg/L. De igual manera, el valor
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de NOEC disminuye a 7.05 mg/L, por lo tanto, a pH 4.5 con respecto al control, es

téxico a corto plazo.

Tabla 6. indices de toxicidad a 24h de exposicién con sulfato ferroso a pH 4.5

indices de toxicidad

Valores mg L (L.C.
95%)

24h-NOEC

7.05 (0.44-13.84)

CLs0(24)

43.25 (30.13-83.34)

En el grafico 1 se observa una curva concentracion-respuesta a 24h del sulfato

ferroso a un pH de 4.5, la cual indica que conforme aumenta la concentracion del

téxico va aumentando el porcentaje de letalidad.

100- r=0.98
>
s
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R
A
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1.0 1.5 2.0
log[ Img L™ FeSO,

Grafico 1. Curva Concentracion-Respuesta del FeSO4 a 24h de exposiciéon sobre

Artemia franciscana en pH 4.5
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b) pH 5.5

La respuesta de la CLso obtenida a este pH (Tabla 7), con respecto al pH
anterior hay una disminucién relativamente baja por lo que se necesita de una

concentracion mas baja para ejercer una letalidad en Artemia.

Tabla 7. indices de toxicidad a 24h de exposicién con sulfato ferroso a pH 5.5

; Valores mg L' (L.C.
Indices de toxicidad
95%)
24H-NOEC 3.49 (0.64-7.09)
ClLso(24) 41.30 (32.66-56.49)

En el grafico 2 se observa una curva concentracion-respuesta a 24h del sulfato
ferroso a un pH de 5.5, en el cual se obtiene una respuesta que al aumentar la

concentracion aumenta la letalidad.
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Grafico 2. Curva Concentracion-Respuesta del FeSO4 a 24h de exposiciéon sobre

Artemia franciscana en pH 5.5
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c) pH6.5

La CLso obtenida a pH 6.5 (Tabla 8) es un valor similar al obtenido en los
bioensayos anteriores, evidenciando que a pH acidos el sulfato ferroso presenta
toxicidad para los nauplios de Artemia, habiendo estadisticamente diferencias muy

significativas (p<0.0001) con respecto al pH control (Tabla 8).

Tabla 8. indices de toxicidad a 24h de exposicién con sulfato ferroso a pH 6.5

. Valores mg L' (L.C.
Indices de toxicidad
95%)
24H-NOEC 6.31 (0.54-12.44)
CLs0(24) 42.66 (30.62-74.30)

En el grafico 3 se observa una curva concentracién-respuesta a 24h del sulfato
ferroso a un pH de 6.5, en el cual los datos obtenidos corresponden a una relacion
directa mostrando un incremento de letalidad en conjunto con el aumento de las

concentraciones ensayadas.
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Grafico 3. Curva Concentracion-Respuesta del FeSO4 a 24h de exposicidon sobre

Artemia franciscana en pH 6.5
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d) pH control 8.5

En la tabla 9 se observan los valores obtenidos de CLsoy NOEC del pH control,

el cual es poco toxico pues presenta valores por encima de 100 mg/L por lo tanto

requiere de una mayor concentracidn con respecto a las variaciones de pH

ensayadas.

Tabla 9. indices de toxicidad obtenidos a pH control (8.5)

Indices de toxicidad

Valores mg L' (L.C. 95%)

24H-NOEC

111.94 (0.225-157.40)

CLs0(24)

172.98 (23.71-217.27)

En el grafico 4 se puede observar la curva concentracidon-respuesta del FeSO4

de forma sigmoidea mediante un analisis de regresion no lineal, que nos arroja un

coeficiente de correlaciéon r positivo, que indica que conforme aumenta la

concentracion del toxico aumenta el porcentaje de letalidad.
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Grafico 4. Curva Concentracion-Respuesta del FeSO,4 sobre Artemia franciscana. A)
pH 4.5; B) pH 5.5; C) pH 6.5; D) pH Control 8.5. Cada punto representa la media

muestral de cada concentracion con su respectiva desviacion estandar (mds).

8.1 COMPARACION MULTIPLE DE CLsy A 24H CON RESPECTO
A LAS VARIACIONES DE pH

Después de obtener las CLso de cada pH (4.5 y 5.5 ligeramente acidos) se
realizd la comparacion de este parametro con respecto al pH control. Para

establecer diferencias estadisticas se realizdé un analisis de varianza (ANOVA) de
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una via; en la tabla 10 se muestran las diferencias estadisticamente significativas
entre los pH bajos con respecto al pH control de acuerdo con las concentraciones

ensayadas de FeSOa4 en el bioensayo:

Tabla 10. Resultados de ANOVA de la comparacion de CL50 del pH control con
respecto a las variaciones de pH

[FeSO4] mg L™ pH P<0.05

15 5.5vs. 8.5 0.005 (**)
25 45,55y6.5vs. 8.5 P<0.0001 (***)
35 45,55y6.5vs.85 P<0.0001 (***)
50 45,55y6.5vs. 85 P<0.0001 (***)
75 45,55y6.5vs.85 P<0.0001 (***)
150 45,55y6.5vs. 8.5 P<0.0001 (***)
175 45,55y6.5vs. 8.5 P<0.0001 (***)
200 45,55y6.5vs. 8.5 P<0.0001 (***)
250 45,55y6.5vs. 85 0.0025(*%)
300 45,55y6.5vs.8.5 0.2206 (ns)

(***) Diferencias estadisticamente muy significativas con un valor de p muy por debajo

de 0.05 (p<0.0001). (**) Es significativo y cae a un valor de p<0.001. (ns) No significativo.

Como se observa en el grafico 5, ante las variaciones de pH (4.5-6.5) el FeSO4
es toxico a corto plazo para los nauplios de Artemia (Categoria Ill de acuerdo con
la EPA), mientras que al pH control (8.5) se necesita de una mayor concentraciéon
por encima de 100 mg/L por lo que se considera no téxico (Categoria IV EPA). No
obstante, al comparar la respuesta en los 3 tratamientos con respecto al control se
encuentran diferencias estadisticas muy significativas (p<0.0001); esto mismo
sucede entre las variaciones de pH, las concentraciones son muy similares entre
los 3 para la 24h-NOEC y CLso(24) de cada uno.
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A los pH mas bajos ensayados se necesita de menor concentracion, ya que el
Fe se encuentra en su forma libre, y a pH mas elevado precipita formando

Fe(OH).. El ion ferroso (Fe*?) se oxida a ion férrico (Fe*3).

100+
Bl pH45
B pH55
El pH65
El pH85
- pH4.5,55y65vs. 8.5
% p<0.0001 (***)
@ 50-
0-

15, 25. 35 50. 75. 150. 175. 200. 250. 300.
[FeSO, (mg L")

Grafico 5. Comparacion de las CLso obtenidas a pH control con respecto a las
variaciones de pH a 24h de exposicion con FeSO,.
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9. DISCUSION

De acuerdo con la EPA (1986), las sustancias cuya toxicidad aguda observada
es inferior a una parte por millén (1mg/L) se consideran generalmente muy toxicas.
Su manipulacién, utilizacion o descarga en el medio entrafian un alto grado de
peligro agudo y se clasifican en una Categoria |. Por encima de ese valor, se
utiliza una potencia de diez para distinguir las diferentes categorias de toxicidad
aguda. Las sustancias que presentan una toxicidad aguda de una a diez partes
por millén (1-10mg/L) se clasifican en la Categoria Il, de diez a cien partes por
millén (10-100mg/L) en la Categoria Ill de toxicidad aguda y aquellas con mas de
cien partes por millon (>100mg/L) se consideran practicamente no toxicas en la
Categoria IV. Acorde a los datos obtenidos de CLso a 24h de exposicion con el
FeSOa4 sobre los nauplios de Artemia, en cuanto a una variacién de pH (4.5, 5.5y
6.5), se obtuvieron 43.25 mg/L, 41.30 mg/L y 42.66 mg/L respectivamente; por lo
tanto, el FeSO4 presenta un comportamiento toxico agudo dentro de la categoria
[ll. Mientras que a pH control (8.5) se obtuvo una CLso de 172.98 mg/L, indicativa

de minima toxicidad.

Los primeros conocimientos sobre los efectos de los metales en los
organismos acuaticos se inician a principios del siglo XX (Norwood et al., 2003).
Estos provienen de estudios experimentales basados en ensayos de toxicidad
aguda y crénica, mediante los cuales se obtienen las concentraciones letales o
efectivas para el 50% de la poblacién analizada (CLso; CEso) y las concentraciones
de efecto minimo y de efecto no observables (CEM; NOEC). A partir de estos
valores las agencias internacionales suelen establecer los niveles guia para la
proteccion de la biota (OECD, 1981; EPA, 1984; APHA, 1989).

Las larvas de Artemia spp se han utilizado por mas de 40 afos en estudios
toxicologicos y ecotoxicologicos (Vanhaecke y Persoone, 1984; Torokne et al.,

2007) y se ha estudiado su biologia y usos potenciales en diversos campos como
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un método practico y econdmico para la determinacién de bioactividad de
compuestos sintéticos y productos naturales (Meyer et al., 1982; McLaughlin,
1991; McLaughlin et al., 1998; Lhullier et al., 2006; Stefanello et al., 2006; Silva et
al., 2007). En 1982, Meyer et al., fueron los primeros en introducir el uso de las
larvas de Artemia spp en sustitucién de animales superiores en la evaluacion de
extractos vegetales para el descubrimiento de compuestos con actividad
antitumoral y citotoxica. Este ensayo se utiliza para la pre-evaluacion de extractos

vegetales en el descubrimiento de compuestos antitumorales (Silva et al., 2007).

Por tanto, es una excelente alternativa a los problemas que la bioética presenta
ante la experimentacion con los animales superiores. En relacion con tomar una u
otra especie, se ha podido observar que las especies de invertebrados como los
crustaceos son mas sensibles a sus efectos que los vertebrados como los peces
(Botello et al., 2005). Debido a esta particularidad, hemos basado la eleccion de
nuestro bioindicador. La diversidad sobre la respuesta obtenida en diferentes
especies puede ser debida a que este metal ingresa en algunos organismos
acuaticos por medio de distintos tipos de transporte (ej: difusion pasiva) (EPA,
1978).

Davila y Rincén (2009), realizaron un estudio de toxicidad aguda de sulfato
ferroso sobre el crustaceo Daphnia magna obteniendo una CLso de 1.84 mg/L, y
comparan su resultado con otras investigaciones utilizando el mismo bioindicador

a 48h de exposicion, como se muestra en la tabla 11:
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Tabla 11. Valores comparativos de la CL50 utilizando Daphnia magna expuesta al
FeSO, (Davila y Rincén, 2009).

CLso (48) REFERENCIA
6.52 mg/L Cabejszek y Stasiak, E.U.A., 1960
5.20 mg/L Dowden y Bennett, Canada, 1965
9.61 mg/L Biesinger y Christensen, Canada, 1972
5.20 mg/L Boulet y Chaisemartin, E.U.A., 1973

Instituto Nacional del Agua y del Ambiente, Buenos
7.81 mg/L Aires, Argentina, 2003

Satizabal Corrales, Alexandra. Universidad del
1.83 mg/L Valle, Colombia. 2007

Davila, D., Rincon, N. Universidad de la Salle,
1.84 mg/L Colombia. 2009

Asi en la Tabla 10, observamos que Daphnia magna es mas sensible al
compuesto metalico comparado con Artemia franciscana al ser dos organismos de
ecosistemas acuaticos distintos y de igual forma el tiempo de exposicion.
Concordando que, 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. Se debe tener en cuenta que la exposicidn continua a
distintos contaminantes 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 crénica permanente a la contaminacion de sus respectivos habitats
(Reboleira et al., 2013).
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Los primeros estudios realizados sobre el papel que ejerce la acidez en la
toxicidad de los metales fueron realizados por Campbell (1985), el cual propuso
que la acidificacién de los diferentes cuerpos de aguas pueden ser en principio
una influencia para interacciones de metal-organismo en al menos dos formas: la
disminucioén en el pH puede afectar a la especiacién de metal en solucion, o puede
afectar a la sensibilidad biolégica 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 biolégica . Para ello considerd 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 hierro y sus derivados aparecen involucrados en la acidificacién de cuerpos
de agua; actualmente se han reportado escasos estudios que evaluen el

comportamiento de dicho metal ante este parametro.

Entre los diversos estudios que manifiestan el grado de toxicidad que puede
causar el hierro esta el de Lukowiez et al., (1976), donde en estudios con la trucha
arcoiris demuestran que los efectos toxicos inducidos por el hierro vienen
afectando la superficie intestinal y los huevecillos. Posteriormente Phippen et al.,
(2008) afirman que, a elevados niveles de pH aproximadamente por encima de un
pH 5 el hierro es menos soluble, un posible mecanismo que aparece como
consecuencia de esto es la precipitacion de hidréxido férrico directamente en
branquias. El hierro ha sido detectado en el epitelio de las branquias no dentro de
ellas, indicando que la toxicidad aguda de este metal fue mediada por su accion
en la superficie. En diferentes revisiones bibliograficas se determina que la
toxicidad del hierro parece ser mayor en condiciones de acidez, lo cual coincide
con nuestros resultados, en estos casos el hierro ferroso predomina, pero
debiendo contemplar que el dafio a ecosistemas acuaticos depende también de
las cualidades del agua (Gerhardt, 1992). En el trabajo realizado por Solomon

(2008), estudiando el dano provocado por las variaciones de acidez en el medio y
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diferentes concentraciones de Cr (VI) sobre poblaciones fitoplanctonicas de la
microalga eucariota Dictyosphaerium chlorelloides, cosmopolita de agua
continental, se observd a concentraciones de 0.025mg/L, en un rango de pH (3-
7.5), que los resultados obtenidos para los valores de la concentracion 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 en afirmar la mayor toxicidad a pH bajos, aunque en este caso si

con otro metal como es el Fe y un bioindicador zooplancténico como es Artemia

En estudios con sales de hierro, Randall et al. (1999) reportaron con cloruro
férrico en Daphnia efectos a una concentracion de 4.5mg/L, bastante inferior a la
alcanzada en nuestro estudio con el sulfato ferroso. Martin y Holdich (1986), en su
trabajo toman como bioindicador Crangonyx pseudogracilis, con Fe3*, y la CLso
que obtuvieron fue de 120 mg/L. Estos mismos autores determinaron sobre
Asellus aquaticus una CLso de 124mg/L, siendo los valores obtenidos en este caso

superiores.

Los datos en la literatura muestran que la sensibilidad de las especies depende
de no solo de los bioindicadores, si no de los metales contaminantes a los que
estan expuestos y las caracteristicas fisicoquimicas del agua, como también
hemos comentado anteriormente. Por ejemplo, la toxicidad aguda (CLso-24h) de
cobre sobre Daphnia magna y D. pulex esta considerada en el intervalo de 1.0 a
5.2 ug/L (Gaete y Chavez, 2008), en tanto que He et al., (2005) reporta 4 pg/L y 12
Mg/L para agua suave y agua dura, respectivamente. Kokkali et al., (2011) reporta
un valor de CLso 19.5 mg/L en A. salina. Lo anterior sugiere que las diferencias
mostradas entre los valores de CLso en cada uno de los casos se deben tanto al
bioindicador como a las caracteristicas fisicoquimicas del agua. Existe poca
evidencia sobre la toxicidad de este metal debido a su requerimiento como
micronutriente a dosis traza, ademas las sales de hierro (Fe[lll]) tienen una
moderada toxicidad aguda debido a su rapida oxidacion a formas insolubles

(FeOHs) y pueden ser facilmente precipitadas (Anholt et al., 2002).
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Lo que si ha quedado demostrado es que el impacto del medio ambiente es
relevante para comprender el grado de diferenciacion morfolégica en poblaciones
de Artemia. La habilidad de Artemia para cambiar su apariencia bajo la influencia
de la salinidad se estableci6 en trabajos anteriores por Amat et al. (1991),
Rodriguez-Almaraz et al. (2006) y Ben Naceur et al. (2011b) mostrando que una

mayor salinidad conduce a un adulto reducido tamafio corporal.

En la revision bibliografica realizada se ha comprobado que es muy dificil
establecer comparaciones del sulfato ferroso con otros estudios que utilicen el
mismo bioindicador ya que las investigaciones previas son limitadas, lo cual llama
la atencion dado que es un compuesto ampliamente utilizado en tratamientos de

aguas.
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10. CONCLUSIONES

La toxicidad del sulfato ferroso a los valores de pH (4.5 y 5.5) sobre Artemia
franciscana muestra mayor sensibilidad, comportandose como mas toxico en

comparacion al pH control de 8.5.

Ciertas particularidades comunes de los anostracas tales como el tamano, la
morfologia, ciclo bioldgico y el rol ecoldgico, los resalta como buenos indicadores
de toxicidad y permiten evaluar eficientemente los efectos y mecanismos de
accion de los metales; el ensayo de toxicidad empleando como bioindicador

Artemia franciscana resulté un método rapido, econémico y confiable

El sulfato ferroso se comporta como una sustancia peligrosa para el ambiente
acuatico al incluirse dentro de la categoria Ill (10-100mg/L) para la toxicidad aguda
establecida por la EPA a los diferentes valores de pH ensayados con respecto al
control. De igual forma, a pesar de ser un compuesto con categoria Ill, este metal
a exposiciones continuas y a diferentes fluctuaciones ambientales como es el pH
presenta la capacidad de generar diferentes formas quimicas que influyen en la

toxicidad del mismo.

La vida en ecosistemas acuaticos puede decaer y fallar cuando se expone a
extremos valores del pH, al igual que a los cambios rapidos en los niveles, incluso

si el cambio ocurre dentro de un rango que suele ser tolerado por el ecosistema.
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11. RECOMENDACIONES

La contaminacion que se da en el medio ambiente acuatico nos lleva a realizar
permanentes evaluaciones ecotoxicologicas. Los bioensayos son herramientas

ampliamente utilizadas en el campo de la Ecotoxicologia.

Es importante seguir llevando a cabo pruebas de toxicidad con organismos de
ambiente acuatico, utilizando otras sustancias de interés, analizando en otros
niveles de la cadena trofica, para obtener la mayor cantidad de datos asociados

con los ecosistemas acuaticos.

Llevar a cabo pruebas de toxicidad crénica con el producto ensayado (FeSOs).

Es necesario establecer criterios sdlidos de calidad acuatica a nivel nacional a
través de herramientas que modifiquen y mejoren la normativa mexicana en
relacion a la calidad de las aguas, promoviendo e incentivando proyectos
ambientales que consideren el desarrollo de estudios de evaluacion y monitoreo
de calidad de agua empleando indicadores bioloégicos, con el objeto de generar
informacion sobre los diferentes impactos ambientales y asi dar la posibilidad de
crear mecanismos de accion orientados a la proteccion de los ecosistemas

acuaticos.
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