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RESUMEN

La contaminacién ambiental es un problema global, siendo los metales pesados los
de mayor importancia; como, por ejemplo, arsénico, cadmio, mercurio y plomo.
Para evaluar la toxicidad de los metales en el medio acuatico, los peces son uno

de los niveles troficos empleados.

El objetivo del estudio fue evaluar la toxicidad del arsénico, cadmio, mercurio y
plomo sobre Paracheirodon innesi, mediante la determinacién de la concentracion
letal media (CLso) y concentracion efectiva media (CEso) para dos efectos subletales
(nado extrafio y movimiento opercular acelerado). Para cumplir el objetivo se
realizaron bioensayos estaticos en laboratorio empleando individuos juveniles y
como agentes téxicos: arsenato de sodio, cloruro de cadmio, cloruro de mercurio y

nitrato de plomo.

Pruebas exploratorias fueron desarrolladas para evaluar de manera preliminar la
toxicidad de los metales sobre esta especie, y luego se llevaron a cabo las pruebas
definitivas. Se determiné la CE/Lso con los programas TRAP y Excel-Probit.
También se determind la Concentracion de Efecto No Observado (NOEC) y
Concentracion Minima de Efecto Observado (LOEC), a través del analisis de
varianza seguido de la prueba de Tukey, con el empleo del programa Info Stat.

Ademas, se estimo la Concentracién sin Efecto Pronosticada (PNEC).

Los valores de CLso y CEso (para ambos efectos) disminuyeron de manera continua
de 24 h a 96 h para los distintos metales, a excepcion de cadmio donde la

disminucién se dio de 24 h a 72 h para luego mantenerse hacia las 96 h.
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Los registros de NOEC y LOEC fueron similares entre el efecto letal y los dos
efectos subletales, mostrando una tendencia a la disminucién a través del tiempo
para arsénico, cadmio y plomo; para el caso del mercurio, los valores identificados
a las 24 h, para ambos pardmetros en los distintos efectos, se mantuvieron

constantes hasta las 96 h.

Los cuatro metales evaluados mostraron el siguiente grado de toxicidad, en orden
descendente: mercurio > cadmio > arsénico > plomo. Los valores de CE/Lso de
TRAP fueron ligeramente mayores a los de Excel-Probit. La Clso-96 h de estos
metales fue 0,129; 23,1; 60,3 y 278 mgL* para Excel-Probit y 0,137; 29,4; 65,5y

282 mg-L?! para TRAP; respectivamente.

Al comparar los valores de PNEC estimados con los ECA Cat-4/E2
Rio Selva, para los cuatro metales de interés, se puede indicar que la concentracion
limite del ECA para arsénico no es apropiada y su cumplimiento no aseguraria la

conservacion del medio acuatico.

Palabras clave: bioensayo - concentracién efectiva media - concentracién letal

media - toxicidad
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ABSTRACT

Envinronmental pollution is a global issue, being heavy metals the mostimportant; such as,
arsenic, cadmium, mercury and lead. To evaluate metals toxicity in aquatic médium, fish

are one of the trofic levels used.

The study object was to evaluate arsenic, cadmium, mercury and lead toxicity on

Paracheirodon innesi, through the determination of median lethal concentration and
median effective concentration (LCso/ECso0) to two sublethal effects (strange
swimming and accelerated opercular movement). To meet the goal static bioessays
were carried out at laboratory, using juvenils and as toxic agents: sodium arsenate,

cadmium chloride, mercury chloride and lead nitrate, with high purity.

Exploratory tests were developed to evaluate preliminarily metals toxicity on this
specie, then there were carried out definitive essays. There were determinated
L/ECso with TRAP and Excel-Probit programs. They were also determinated No
Observed Effect Concentrarion (NOEC) and Lowest Observed Effect Concentration
(LOEC), using analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test, with the use
of Info Stat program. Besides, it was estimated Predicted No-Effect Concentration

(PNEC).

LCso and LEso (to both effects) values decreased continuously from 24 to 96 h for
all metals, except cadmium where the reduction was from 24 to 72 h to then stay

untill 96 h.

NOEC and LOEC values were similars between lethal effect and the two sublethal

effect, showing a tendency to decline over time to arsenic, cadmium and lead; to
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The four evaluated metals showed the next toxicity ranking: mercury > cadmium >
arsenic > lead. TRAP’s L/ECso values were slightly higher than Excel-Probit’s
values. LCso06h for these metals were 0,129; 23,1; 60,3 and 278 mgL? to

Excel-Probit and 0,137; 29,4; 65,5y 282 mgL* to TRAP, respectively.

When comparing PNEC’s estimated values with ECA Cat-4 / E2 Jungle Rivers, for
the four metals of interest, it can be indicated that ECA’s limit concentration to
arsenic is inappropiate and its compliance would not ensure aquatic environment

conservation.

Key words: bioessay - media effective concentration - media lethal concentration - toxycity.
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INTRODUCCION

La contaminacion ambiental es un problema mundial, donde la mayoria de
contaminantes de mayor relevancia en los sistemas acuaticos son los metales
pesados, debido a su toxicidad y acumulacion en los organismos y a la

biomagnificacion a través de la cadena trofica (Shafagat et al. 2014).

Los peces, entre otros organismos acuaticos, son utilizados ampliamente en los
bioensayos para evaluar los efectos de los contaminantes en los ecosistemas
Iénticos y Ibticos (Patwardhan & Ghaskadbi 2013); sin embargo, las experiencias

con especies de peces Peru son escasas.

La finalidad del estudio fue evaluar la toxicidad del arsénico, cadmio, mercurio y
plomo sobre individuos juveniles de neodn tetra Paracheirodon innesi (Myers 1936)

mediante pruebas de laboratorio.

Para cumplir los objetivos establecidos se disefid una estrategia para llevar a cabo
los ensayos, constituida por actividades que fueron agrupadas en dos etapas:
laboratorio y gabinete. La etapa de laboratorio abarc6 acciones de preparacion y
realizacion de ensayos, mientras que la etapa de gabinete estuvo constituida por

los métodos y técnicas de andlisis.

La presente tesis se encuentra organizada en cinco capitulos: I) planteamiento del

problema, II) marco tedrico, Ill) método, 1V) resultados y V) discusion.

El capitulo | abarca los antecedentes del problema y su planteamiento,

establecimiento de los objetivos y justificacion de la investigacion, asi como de sus
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El capitulo Il comprende los antecedentes de la investigacion, los fundamentos
tedricos del estudio y el marco conceptual. Ademas, se indican las hipétesis y se

describen las variables que se generan a partir de estés.

El capitulo Il establece el disefio de la investigacion, se delimita la muestra, se
detallan las técnicas de investigacion y los instrumentos de recoleccion de datos, y

las técnicas y métodos para el procesamiento y andlisis de la informacion.

El capitulo IV presenta los resultados obtenidos a partir de la realizacion de los
ensayos y analisis respectivo, y datos de soporte complementarios como valores

de parametros fisicoquimicos del agua y datos biométricos de peces empleados.

El capitulo V constituye la discusion los resultados obtenidos, las conclusiones de
los hallazgos, las recomendaciones para futuros estudios y el listado de la literatura

especializada revisada y referenciada a lo largo del documento.
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1. CAPITULO I:

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Antecedentes del Problema

Los metales pesados, como por ejemplo, arsénico, cadmio, mercurio y plomo, son
considerados los mas toxicos a los humanos, peces Yy ambiente
(Pandey & Madhuri 2014). Los metales producen efectos biol6gicos adversos en

los organismos, siendo estos letales o subletales (Solomon 2008).

Los efectos toxicos de los metales pesados se manifiestan afectando la tasa de
crecimiento, funciones fisiolégicas, reproducciéon y mortalidad en peces. Los
metales pueden ingresar a los peces mediante tres vias: branquias, tracto digestivo
y superficie de la piel. Las agallas son la via a través de la cual se produce la mayor
tasa de ingreso de los metales desde el agua y la superficie de la piel representa el

menor porcentaje (Shafaqat et al. 2014).

La especie Paracheirodon innesi, conocida comunmente como nedn tetra, es una
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venta son importados del sudeste asiatico, donde son criados en granja de peces,

o de Sudamérica, donde son capturados del medio natural (Kucharczyk et al. 2010).

El arsénico afecta los parametros hematoldgicos, bioquimicos e ionoregulatorios de
los organismos. Exposiciones continuas de organismos acuaticos, incluyendo
peces, a bajas concentraciones de este metal ha dado como resultado la
bioacumulacién, estando focalizada en higado y riibn en los peces. Las
actividades antropicas han contribuido a que se incremente su presencia en el

ambiente, destacando la mineria (Kumari et al. 2016).

El cadmio produce efectos similares en los peces y en los humanos, los cuales
incluyen deformaciones del sistema esquelético y dafio en el funcionamiento del
riidn en peces. Este metal es mas toxico en agua dulce, ya que en agua salada
forma compuestos que son menos biodisponibles para los organismos (Bradl 2005;

Wright & Welbourn 2002).

El mercurio en los peces, cuando existe una toxicidad aguda se manifiesta en el
deterioro del recubrimiento de las branquias, incremento del movimiento
respiratorio, pérdida de equilibrio e inactividad seguida finalmente por la muerte.
Exposiciones prolongadas (toxicidad cronica) se manifiestan en detrimento de la
reproduccion, crecimiento, comportamiento, metabolismo e intercambio de oxigeno

(DiFrancesco & Shinn 2001).

El plomo, a través de una toxicidad aguda, genera en los peces efectos
hematologicos y neurolégicos. En el primer caso, involucran una mortalidad

temprana de células rojas maduras de la sangre. En el segundo caso, estos
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1.2. Planteamiento del Problema

1.2.1. Problema Principal

e ¢ Elarsénico, cadmio, mercurio y plomo generan efectos toxicos sobre el pez

“nedn tetra” Paracheirodon innesi (Characidae)?

1.2.2. Problema Secundario

e (Estos cuatro metales causan un efecto letal sobre Paracheirodon innesi?

e ¢Los cuatro metales producen efectos  subletales  sobre

Paracheirodon innesi?
1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

e Evaluar la toxicidad de los metales arsénico, cadmio, mercurio y plomo sobre

el pez “nedn tetra” Paracheirodon innesi (Characidae).

1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar la concentracion letal media (CLso) a diferentes tiempos de
exposicion para cuatro metales sobre Paracheirodon innesi a través de
ensayos toxicologicos.

e Obtener la concentracion efectiva media (CEso) para dos efectos subletales
a diferentes tipos de exposicibn para cuatro metales sobre

Paracheirodon innesi a través de ensayos toxicolégicos.
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1.4. Justificacion

1.4.1 Cientifica

Los peces vienen siendo empleados como indicadores bioldgicos de la calidad del
agua de los ecosistemas acuaticos debido a su sensibilidad a los distintos agentes
contaminantes (Naigaga et al. 2011). El estudio genera nueva informacion para la
ciencia, de tal forma que se fortalezca la capacidad cientifica y tecnoldgica nacional.
A la fecha no se han realizado estudios previos donde se hayan empleado
ejemplares de una especie dulceacuicola de Peru, tal como P. innesi, para evaluar
los efectos téxicos de los metales presentes en los ecosistemas acuaticos en

peces.

1.4.2 Econdmica

Los ensayos toxicologicos pueden ser empleados como una herramienta de
evaluacion temprana de posibles contaminantes en el ambiente, a partir de los
cuales pueden ser aplicadas pruebas fisicas y quimicas de mayor costo econémico
(Tardiff & Goldstein 1991). El costo monetario que involucrara llevar a cabo todo el

estudio sera reducido respecto a la informacion valiosa que se generara.

1.4.1. Ambiental

Los contaminantes liberados al ambiente son evaluados a través de ensayos
toxicologicos con la finalidad de preservar la integridad de los organismos y por
ende de los ecosistemas (Shanky 2013). Por ello el presente estudio empleara a

P. innesi, especie que habita ecosistemas acuéticos en el territorio nacional y
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naturaleza, los residuos que se generen serdn segregados y dispuestos

apropiadamente.

1.4.2. Normativa

En el Peru, la normativa ambiental esta enfocada en las concentraciones maximas
de elementos, compuestos quimicos o agentes patdégenos biolégicos que deben
contener las emisiones/efluentes y el ambiente, donde las técnicas analiticas,
principalmente fisicas/quimicas permiten identificarlos, pero no logran evaluar el

efecto que tendran sobre los seres vivos que habitan los ecosistemas receptores.

Sin embargo, en un pais cercano como Brasil, por ejemplo, se requieren ensayos
toxicolégicos previos a la descarga de efluentes en cuerpos de agua receptores, tal
como se indica en la Resolucion N° 430 del Consejo Nacional del Medio Ambiente,
publicado el 13 de mayo del 2011. Por tal motivo, los ensayos toxicologicos tienen
un papel relevante y complementario a las técnicas quimicas analiticas, pudiendo

ser empleadas como herramientas a incluir en la normativa ambiental nacional.

1.4.3. Salud publica

Los resultados obtenidos del estudio estaran disponibles para que las distintas
entidades puedan evaluar su inclusién en el marco de la regulacion y gestién
integral de los recursos hidricos, que involucra su uso por parte de la poblacion, la
cual podria resultar afectada por la contaminacion con metales del recurso hidrico.
Los efectos de los metales en el ser humano se encuentran vinculados a la reaccion
guimica de éstos con las proteinas estructurales de las células, las enzimas y los

sistemas de la membrana celular; atacando la piel y otros sistemas como:
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1.5. Limitaciones

Los resultados obtenidos del estudio no podran ser extrapolados para otros
metales, ni para organismos dulceacuicolas de otros niveles troficos. Asimismo, se
debe tomar en cuenta que los hallazgos conseguidos fueron bajo condiciones
controladas de laboratorio, por lo que podrian ligeramente diferenciarse de lo que
suceda en un cuerpo de agua de manera natural, ya que estos presentan un alto
dinamismo con influencia de factores ambientales externos que varian a lo largo

del afio entre épocas climaticas.
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2. CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

2.1.1. Evaluaciones con Paracheirodon innesi

De acuerdo a la revision de literatura disponible, la especie P.innesi ha sido
empleada para estudios ecotoxicolégicos Unicamente en Peru hasta la fecha, con
algunas sustancias tales como: el plaguicida carbofurano, donde se identificd una
Concentracion Letal media (ClLso) a 96 horas (h) de 0,022 mgL?
(lannacone et al. 2011); el insecticida carbamico cartap, donde la CLso a 3 horas
fue de < 0,02 mgL? (lannacone et al. 2007a); y del insecticida metamidofos,
obteniéndose una ClLsoosh para dos formulaciones del mercado nacional
consideradas como extremadamente y altamente peligroso, 20,56 mgL?! y
10,13 mg.L?, respectivamente (lannacone et al. 2007b). No obstante, no se cuenta
con estudios donde esta especie haya sido expuesta previamente a metales

pesados.
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2.1.2. Evaluaciones toxicologicas de metales en otras especies

De manera referencial, a continuacion, se describen las CLso obtenidas de algunas
evaluaciones toxicoldgicas a 96 h de exposicion realizadas con los cuatro metales
de interés (arsénico, cadmio, mercurio y plomo) y en dos especies de pez: pez
zebra Daniorerio (Hamilton & Buchanan 1822) y trucha arco iris

Oncorhynchus mykiss (Walbaum 1792).

Para el arsénico, especificamente el trioxido de arsénico (As203) se ha registrado
una CLso-osh de 15,30 mgL* para el pez zebra (Tisler & Zagorc-Kocan 2002) y

21 mgL? para la trucha arco iris (Rankin & Dixon 1994).

Respecto al cadmio, empleando cloruro de cadmio, se obtuvo una CLso-9s6n de
3,30 mgL?! para el pez zebra (Chouikhi 1979) y 0,089 mgL?' para la

trucha arco iris (Mebane et al. 2008).

En relacion al mercurio, considerando el cloruro de mercurio, se identificé para el
pez zebra 'y trucha arco iris una  Clsoesh de 0,140 mgL*

(Wang et al. 2013) y 0,193 mg-L* (Buhl y Hamilton 1991), respectivamente.

Para el caso del plomo, se obtuvieron valores de CLso-96h para el pez zebra de
0,052 mgL? (Alsop & Wood 2011) y para la trucha de 0,140 mgL?

(Mebane et al. 2008).

2.2. Bases Teodricas

2.2.1. Toxicidad (Gamez & Ramirez 2008)
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toxicologia estudia las relaciones entre la cantidad de sustancia introducida en el
organismo y el efecto biolégico obtenido, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo.
Esta ocurre toda vez que una sustancia entra en contacto con una superficie

corporal como la piel, los ojos o la mucosa del sistema digestivo o respiratorio.

Existen varios tipos de toxicidad, entre los que se tienen: toxicidad aguda, cuando
la exposicion y los efectos se dan en pocas horas o dias; toxicidad subcroénica, la
exposicidn es entre semanas y un par de meses; y toxicidad cronica, implica una

exposicion mayor a 3 meses y pudiendo llegar a varios afos.

2.2.2. Toxicidad de los metales (Rosas 2001)

En los sistemas acuaticos se disuelven numerosas sales y sustancias de acuerdo
a sus caracteristicas, entre ellas su grado de solubilidad. La presencia en el terreno
de diferentes materiales y estructuras geoldgicas son fuente de una gran variedad
de iones disueltos en aguas superficiales, siendo algunos mas abundantes que
otros. En las aguas superficiales continentales predominan los siguientes tipos de
iones: Na*, K*, Ca?, Mg?, CI, S04*, COz*; mientras que los metales se
encuentran en niveles de trazas. Algunos de los metales son necesarios para el

desarrollo apropiado de las funciones fisiologicas de los seres vivos.

Las actividades antrépicas han contribuido a la aceleracién y al incremento de
ingreso de metales pesados y contaminantes al medio natural. Uno de los
componentes quimicos potencialmente mas téxicos son los metales pesados y
entre ellos se encuentran: Sbh, As, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb, Se y Zn. Los metales se

encuentran entre los téxicos mas antiguos conocidos por el hombre, el grado de
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2.2.3. Bioensayos (Castillo 2004)

Los ensayos bioldgicos (bioensayos) son herramientas de diagnostico 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 magnificacién, evaluados por la reaccion
de los organismos, tales como muerte, crecimiento, proliferacion, multiplicacion,

cambios morfolégicos, fisioldgicos o histoldgicos.

Los bioensayos de toxicidad aguda cuantifican las concentraciones letales de un
toxico a una especie en particular. El valor calculado se denomina Concentracion
Letal Media (CLso), y representa la concentracion que causa la muerte al 50 % de

la poblacion experimental, en un tiempo determinado (generalmente 48 o 96 h).

Estos tipos de bioensayos pueden ser de dos tipos: estaticos, donde las pruebas
se llevan a cabo sin la renovacion continua de la solucién; y continuos, donde la
solucion de prueba circula continuamente. Los bioensayos estaticos se realizan

con o sin renovacion de la solucion de prueba.

Los bioensayos de toxicidad aguda de tipo estaticos sin renovacion de solucion,
son ampliamente usados a nivel mundial y hasta existen protocolos estandarizados
para varias especies, generalmente de Norteamérica, ya que se han obtenido
resultados exitosos a lo largo del tiempo. No obstante, actualmente se recalca la
importancia de realizarlas con especies que habitan los ecosistemas

potencialmente a ser afectados.
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2.2.4. Relacion dosis-respuesta (Albert 1997)

Se conoce como “dosis-respuesta” a la correspondencia que existe entre una dosis
administrada y el nimero de individuos de un grupo expuesto que mostraron algin
efecto. Se espera que al incrementarse la dosis se incremente el nUmero de
individuos afectados. En la Figura 2-1 se muestra de manera esquematica una

curva de distribucion de la relacion dosis-respuesta.

Respuesta

Dosis

Fuente: Albert 1997

Figura 2-1: Curva de relacion dosis-respuesta

Se puede obtener varias curvas dosis-respuesta para un solo agente téxico, una
curva para cada tipo de efecto. La forma de la curva generada por la relacion
dosis-respuesta puede variar dependiente del tipo de agente toxico y de los efectos

a evaluar.

2.2.5. Organismos para las pruebas — Paracheirodon innesi

Esta especie pertenece a la familia Characidae y al orden Characiformes. Habita
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principal y tributarios de la cuenca del Amazonas en Brasil, Colombia y Perd. Ha
sido registrado en Peru en los rios Putumayo y Ucayali (Palacios et al. 2015;

Wilson et al. 2016).

Presenta un cuerpo de forma ahusada, aletas transparentes, con la aleta anal
ligeramente mas larga y fina que la dorsal. Posee una pequefa aleta adiposa
detrds de la dorsal que lo ayuda a estabilizar la natacion
(Sanage et al. 2008). Tiene una franja azul fosforescente que recorre su cuerpo
desde la boca hasta la aleta adiposa. La parte inferior de un color rojo luminoso
gue va desde la parte anterior hasta la mitad de su cuerpo. Los individuos adultos
llegan a tener una longitud total aproximada de hasta 4 centimetros. Este es un

pez omnivoro (Palacios et al. 2015).

Comunmente es denominado neén tetra, es una especie muy apreciada en la
acuariofilia por su caracter pacifico, su color llamativo y su desplazamiento en
cardimenes que resaltan la vida dentro de los acuarios (Palacios et al. 2015). Dese
hace afios viene siendo empleada en estudios donde se ha evaluado condiciones
fisiologicas relacionadas a los cambios cromatogréaficos por intensidad de luz,
formas parasitarias que lo invaden y tolerancia a condiciones acidas (Lythgoe &
Shand 1983; lannacone et al. 2007a), asi como evaluaciones de la morfologia de

sus agallas (Wilson et al. 2016).
2.3. Marco Conceptual

2.3.1. Conceptos relacionados al problema
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Arsénico: es un elemento natural que se encuentra cominmente en forma de
impurezas en los minerales metalicos y que se produce a escala comercial para su
utilizacion en plaguicidas, protectores para madera y aleaciones metdlicas

(Realidad Minera 2017).

Bioensayo: método para evaluar la potencia relativa de un agente sobre
organismos vivos, mediante la comparacion del efecto del agente con el de una

solucion patron o “estandar” (Morales & Blanco 2011).

Cadmio: elemento que generalmente se encuentra como mineral combinado con
otras sustancias tales como el oxigeno, cloro o azufre. Tiene muchos usos
incluyendo baterias, pigmentos, revestimientos para metales y plasticos

(ATSDR 2017).

CEso: concentracion efectiva media, es la concentracion del material en agua, suelo
o sedimento que genera un efecto no letal especifico del 50% de los organismos

de ensayo (Castillo 2004).

CLso: concentracion letal media, es la concentraciéon de un contaminante en un
medio a la cual se pronostica que afectara de manera letal al 50% de los

organismos expuestos (Gamez y Ramirez 2008).

Contaminante: sustancia introducida en el ambiente como resultado, por lo menos
en forma parcial, de la actividad humana y que produce efectos adversos no

deseados sobre los organismos y el ecosistema (Vera 2012).

Control: es un tratamiento en una investigacion que duplica todos los factores que
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LOEC: Lowest Observed Effect Concentration, es la concentracién mas baja a la

cual se observa algun efecto (Palao 2017).

Metal pesado: es un elemento quimico metélico que tiene una densidad igual o
mayor a cinco veces a la densidad del agua, que es toxico a concentraciones bajas

(Perez 2012).

Mercurio: elemento que se encuentra naturalmente en el ambiente, se obtiene
principalmente del cinabrio. Se usa en instrumentos de medida, electrdnica,

catalizadores y en la metalurgia del oro y plata, entre otros (Wikipedia 2017).

NOEC: No Observed Effect Concentration, es la concentracion a la cual no se

observa efecto (Castillo 2004).

Plomo: elemento que es encontrado comunmente en forma de sulfuros. La mayor
parte proviene de actividades como la mineria, manufactura industrial y de quemas
combustibles fésiles. Se usa en la fabricacion de baterias, municiones, productos
de metal (cafierias y soldaduras) y en ladminas de proteccion contra los rayos X

(Marines 2006).

PNEC: Predicted No Effect Concentracion, es la concentracion sin efecto

pronosticada (Nanorisk 2016).

Toxico: sustancia que puede producir algun efecto nocivo sobre un ser vivo,

alterando sus equilibrios vitales (Contelles 2011).

Toxicidad: es la capacidad de una sustancia de causar algin efecto nocivo sobre

organismos vivos (Gamez y Ramirez 2008).
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Toxicidad aguda: efecto adverso (letal o subletal) inducido sobre los organismos
de ensayo en prueba durante un periodo de exposicion del material de ensayo,

usualmente de pocos dias (Castillo 2004).

2.3.2. Marco legal

En el ambito nacional, los bioensayos en la actualidad no estan contemplados ni
regulados por la normativa ambiental vigente, de los distintos sectores. A nivel
internacional, existe una amplia legislacién sobre el uso de los bioensayos, asi por
ejemplo en Brasil, la realizacidon de estos es requerida antes de verter efluentes en
los cuerpos de agua receptores, de acuerdo a lo sefialado en la Resolucion N° 430

del Consejo Nacional del Medio Ambiente, publicado el 13 de mayo del 2011.
2.4. Hipotesis

2.4.1 Hipotesis principal

e El arsénico, cadmio, mercurio y plomo no generan efectos toxicos sobre el

pez “neon tetra” Paracheirodon innesi.

2.4.2. Hipo6tesis secundaria

e EIl arsénico, cadmio, mercurio y plomo no generan un efecto téxico letal

sobre el pez “nedn tetra” Paracheirodon innesi.

e El arsénico, cadmio, mercurio y plomo no generan efectos toxicos subletales

sobre el pez “nedn tetra” Paracheirodon innesi.

2.5 Variables
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de consistencia, en la cual se puede apreciar la coherencia de la informacion del

problema, objetivos, hipotesis y variables.
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Tabla 2-1: Operacionalizacion de las variables en la investigacién “Toxicidad de los

plomo sobre el pez Paracheirodon innesi nedn tetra”

metales: arsénico, cadmio, mercurio y

. L inicio . . Clasificacion i
Variable Definicién conceptual OD(Z]Z'Q(':?;I;I Indicador Valor final rr|\1|tls\$lcic:')8n
P Funcién Naturaleza
Cantidad de metal ] o )
. Magnitud que expresa la  disuelto en un litro de Peso mg Independiente Cuantitativa Continua
Concentracion . .
(de metal) cantldgd de unasustancia agua empleada _para
por unidad de volumen elaborar las soluciones Volumen mL Independiente Cuantitativa Continua
de ensayo
Vertebrado acuatico, de Organismo ue  se
respiracion branquial, emg leara gra las
Pez generalmente con P para Individuos Numero Independiente Cuantitativa Continua
. pruebas de toxicidad
extremidades en forma de
con metales
aleta
Causa la muerte por Individuos
i6 i NUmer Dependien ntitativ ntin
igﬁg)gcue:gzcta decornltgI Es la muerte de los muertos umero ependiente Cuantitativa Continua
Efecto o peces originada por
exposicion a una =
letal determinada accion de alguno de los
o metales evaluados Tiempo Horas Independiente Cuantitativa Continua
concentracion del agente
toxico
Individuos con . . I .
Se produce por debajo del nado extrafio Ndamero Dependiente Cuantitativa  Discreta
nivel que causa la muerte  Es el nado extrafio o
directamente, como  movimiento operacular Individuos con
Efecto L . , . o .
subletal resultado de la exposicion de los peces provocado movimiento Numero Dependiente Cuantitativa  Discreta
a una determinada  a causa de los metales opercular
concentraciéon del agente  de interés
toxico Tiempo Horas Independiente Cuantitativa Continua

Fuente: Elaboracion propia
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3. CAPITULO Il

METODO

3.1. Tipo

El estudio desarrollado se considera de tipo cuantitativo, ya que se han seguido un
conjunto de etapas, las cuales son consecutivas. En Figura 3-1 se muestran las
etapas de la investigacion cuantitativa, tomada y modificada de Hernandez et al.

(2010).
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Etapa 1 Etapa 2
Planteamiento del
ldea
:> problema

Elaboracion del reporte

—

Andlisis de los datos

Etapa 10

Etapa 9

Etapa 3

Etapa 4

Fase 5

—

Revision de la literatura y
desarrollo del marco
teodrico

Establecimiento de las
limitaciones del estudio

=

Elaboracion de hipétesis y
definicion de variables

-

Recoleccidn de los datos <:| Definicion y seleccion de <:| Desar.rollo dgl d!s’eno de
la muestra investigacion
Etapa 8 Etapa 7 Fase 6

Fuente: Hernandez et al. 2010

Figura 3-1: Etapas de la investigacion de tipo cuantitativa
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3.2. Disefio de Investigacion

El presente estudio se ajustd a un disefio cuantitativo-experimental puro, ya que se
propusieron pruebas de laboratorio donde se dispusieron peces en soluciones a

distintas concentraciones de varios metales, para evaluar sus efectos.
Las actividades fueron agrupadas en dos etapas:

e Laboratorio, abarcé las acciones comprendidas para la preparacion y
realizacion de los ensayos; y
e Gabinete, estuvo constituida por los métodos y técnicas de andlisis de la

informacion registrada en los ensayos.
La etapa de laboratorio estuvo comprendida por tres fases:

e Preparacion de ensayos, constituyo la implementacion de las instalaciones
con equipos y materiales apropiados;

e Ensayos preliminares, constituy6 la evaluacion exploratoria de la toxicidad
de los metales en la especie objetivo; y

e Ensayos definitivos, constituyd las pruebas finales para la determinacion

de la toxicidad letal y subletal de los metales.
Los métodos y técnicas de analisis de la etapa de gabinete se agruparon en:

e Métodos para evaluar larelacion dosis-respuesta;

e Concentracion letal media, (CLso), calculada con el programa Toxicity

Relationship Analysis Program (TRAP) de la United State Environmental
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e Concentracion efectiva media, (CEso), calculada con el programa TRAP

y mediante la funcion Probit contenida en una plantilla Excel,
e Métodos para evaluar la diferencia entre las respuestas a distintas
concentraciones;

e Concentracion de efecto no observado, No observed effect concentration

(NOEC), estimada a partir de las concentraciones y efectos ensayados
mediante la prueba de Tukey y el uso del programa Info Stat;

e Concentracion minima de efecto observado, Lowest observed effect

concentration (LOEC), obtenida a partir de las concentraciones y efectos
ensayados, a través de la prueba de Tukey y el uso del programa
Info Stat; y

e Concentracion sin efecto  pronosticada, Predicted No Effect

Concentracion (PNEC), calculada entre el NOEC y un factor de seguridad

establecido.

El detalle de las actividades de laboratorio se presenta en la seccion 3.7. Técnicas
de investigacion, mientras que las especificaciones de las actividades de gabinete

se encuentran en la seccién 3.9. Procesamiento y analisis de datos.

Para las distintas actividades, tanto de laboratorio como de gabinete, se tomaron
en cuenta los lineamientos de United States Environmental Protection
Agency - USEPA (2002), The Organization for Economic Co-operation and
Development - OECD (1992), lannacone et al. (2007a) y Ramirez y Mendoza

(2008).
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3.3. Estrategia de Prueba de Hipotesis

Para poder aceptar o rechazar las hipotesis planteadas en la seccion 2.4, a las

cuales denominaremos hipétesis nulas (Ho), se plantean los siguientes pasos:

e Generar hipoétesis alternativas (Hi) a las hipétesis nulas planteadas;

e Establecer el nivel de significancia (a), que se define como la probabilidad
de error al aceptar Ho, 5% para este caso.

e Evaluar los resultados de los ensayos a través del analisis de varianza
(ANDEVA) y contrastar el valor estadistico de Fisher (F) calculado y tedrico;

e Aceptar o rechazar las hipotesis nulas Ho, con el nivel de significancia
establecido, en base a los resultados de la comparacion de los valores del

estadistico F.
3.4. Poblacion

La poblacion para el estudio estuvo constituida por todos los individuos de la

especie P. innesi que habitan los cursos de agua de habitat natural.
3.5. Muestra

En la presenta investigacion la muestra estuvo conformada por un total de
1 500 individuos juveniles de la especie P. innesi, capturados en su medio natural
(quebradas) de la region Loreto, aclimatados y finalmente empleados en los

ensayos de toxicidad.

Los peces fueron colectados por Aquarium Panduro, la cual es una empresa
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tal como lo establece el Decreto Supremo N° 015-2009-PRODUCE “Reglamento

de Ordenamiento Pesquero de la Amazonia Peruana”.

3.6. Técnicas de Investigacion

3.6.1. Preparacion de ensayos

Esta etapa se inicié con la busqueda y establecimiento de un lugar para la
realizacion de los ensayos, seguida por el acondicionamiento y equipamiento de un
espacio en el lugar para los ensayos, ubicacion de un proveedor de los peces y

finalmente seguimiento de la aclimatacion de los peces.
Instalaciones

Para contar con una locacion de los ensayos, bajo la supervision permanente del
Dr. José lannacone, se presentd un oficio al Decano de la Facultad de Ciencias
Naturales y Matematicas de la Universidad Nacional Federico Villarreal (UNFV),
solicitando el uso temporal de las instalaciones y los equipos disponibles del

Laboratorio de Ecologia y Biodiversidad Animal (LEBA) — UNFV.

Pecera y equipamiento

Para aclimatar y almacenar a los peces antes de los ensayos, se fabricé una pecera
de vidrio (8 mm de grosor) de 90 cm de largo x 45 cm de fondo x 40 cm de alto, con
capacidad de 162 L. Para la fabricacion se uso la silicona Dow corning 999A,
recomendada por los acuaristas para este tipo de trabajos, ya que no contiene

fungicidas, cuyo elemento es altamente toxico para la biota acuatica.
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del agua, sufra dafos al estar en contacto con una superficie dura, como por

ejemplo concreto. Ademas, ayuda a mantener la temperatura del agua.

Dentro de la pecera se instalé un termometro para tener mediciones instantaneas

de la temperatura y un filtro para mantener el agua en éptimas condiciones.

El filtro de agua fue marca Boyu, tipo mochila que va anclado sobre una pared
lateral de la pecera, de 27 cm de largo x 36 cm de alto y 17 cm de ancho, con
capacidad de recirculacion de 720 L de agua por hora. Este modelo, dentro de su
cavidad interna, contiene cuatro filtros con carbén activado, que incrementa la

eficacia en la eliminacion de impurezas del agua.

El termometro estuvo ubicado al extremo opuesto del filtro, para tener una lectura

apropiado de la temperatura del agua en la pecera.

En la Figura 1B del Anexo B se muestra la pecera empleada para la aclimataciéon

de los peces.

Acondicionamiento de pecera

La pecera fue llenada al 90% de su capacidad (145 L), con agua de mesa Cielo, la
cual presento las siguientes caracteristicas: potencial de hidrogeno de 7.59, agua
neutra; conductividad eléctrica de 615 pS:cm?; y dureza de 249 mgL* de CaCOs,
gue segun la clasificacion sugerida por Siegert (1998) seria un agua dura. Se dejé
funcionar el sistema de la pecera, pero sin contener peces por cinco semanas. Esto
con la finalidad de que las bacterias nitrificantes colonicen el medio acuatico, sobre

todo las esponjas del filtro, proceso denominado “ciclado”. Estas bacterias son las
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la descomposicion del exceso de comida de los peces, asi como de sus desechos,

en compuestos no téxicos (Hagen 2017).

Para realizar un seguimiento de las condiciones quimicas del agua se midieron los
parametros fisicoquimicos y compuestos nitrogenados. Esto al iniciar, durante

(semanalmente) y al finalizar el proceso de ciclado de cinco semanas.

Con el uso de un equipo portatil marca Hanna (HI98129), se registro la temperatura
(°C), conductividad eléctrica (uS.cmt) y potencial de hidréogeno (pH). La dureza fue
medida con un kit Hanna (HI3812). Se usaron kits de la marca JBL® para medir
las concentraciones de los compuestos nitrogenados, tales como: amonio (NHa),
nitritos (NO2) y nitratos (NOs), y asi tener certeza que las condiciones eran

apropiadas para los peces.

En las Figuras 2B, 3B y 4B del Anexo B se muestran fotografias del kit de dureza,

medidor portatil Hanna y de los kits JBL empleados, respectivamente.

Proveedor vy condiciones de neon tetra

En el medio local no se comercializan individuos de esta especie en estadio alevin
ya que no la reproducen en cautiverio, solo se comercializan neones tetra en
estadio juvenil, con una longitud total de alrededor de 2 cm. Los juveniles de nedn
tetra fueron adquiridos en Acuario Amazonica del distrito de San Miguel, que es

provisto por Aquarium Panduro.

Segun nos informé el acuarista, estos peces son capturados de su medio natural y

almacenados en peceras con agua de sus quebradas en la ciudad de Iquitos por al
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En Lima, los neones pasan por un periodo de aislamiento de al menos otras dos
semanas, para evitar la propagacion de alguna enfermedad contraida en su medio
natural. En este tiempo, los peces son almacenados en peceras cicladas, con filtros

cascada y calentadores (22-25° C).

Ademas, durante este periodo, con una frecuencia de tres dias, se realizan cambios
parciales del 30% del volumen de las peceras empleando agua de osmosis inversa
(baja en sales/iones), para que los peces se aclimaten de manera gradual a

condiciones distintas a las de su medio natural.

Sequimiento de condiciones de los neones tetra

Luego de adquirirse los neones tetra en Acuario Amazonica, fueron transportados
en grupos de 300 individuos dentro de bolsas plasticas gruesas de 10 L de
capacidad, con agua de osmosis inversa oxigenada, hasta el LEBA-UNFV en el
distrito de El Agustino. El tiempo de transporte no fue mayor a una hora en cada

evento.

En el LEBA-UNFV, alas bolsas plasticas con peces, se les agregd 500 mL del agua
de la pecera ciclada de manera gradual cada 15 min durante dos horas, con el

objetivo de preparar a los peces a las condiciones de la pecera del laboratorio.

Los peces se mantuvieron en el laboratorio por un periodo minimo de una semana
antes de ser usados en los ensayos, a una temperatura promedio del agua de
22° C, expuestos a un fotoperiodo de 12h de luz y 12h de oscuridad, y alimentados

cada dia con Nutrafin Max ®.
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3.6.2. Ensayos preliminares

Se llevaron a cabo ensayos exploratorios para evaluar la sensibilidad de individuos
juveniles de neon tetra a los metales de interés: arsénico, cadmio, mercurio y
plomo; ya que no se cuenta con estudios previos donde se haya expuesto esta

especie a metales.

Disefio exploratorio

Para cada metal, se elaboraron 10 soluciones de concentraciones distintas, que
fueron disminuyendo de manera gradual. Se estableci6 un factor de dilucién de 0,5
entre las concentraciones para todos los metales. Con fines de verificar la calidad
del ensayo, se adicion6 una solucién control para cada metal, la cual no contenia
metales. No se consideraron repeticiones. En un volumen de 500 mL de cada
solucion se introdujeron de manera aleatoria un total de cinco peces, para evaluar
la mortalidad. En la Figura 3-2 se muestra esquematicamente el planteamiento del

disefio de los ensayos exploratorios.

Concentraciones de soluciones

Las concentraciones empleadas para cada metal se encuentran en la Tabla 3-1.
Para el caso del mercurio se realizaron dos ensayos exploratorios, debido a que en
el primero la mortalidad fue total en las distintas concentraciones, a excepcion del

control.
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Soluciones de 0,5L con 5 peces
\
[ \
Arsénico Cadmio Mercurio Plomo
(+++)
* % * * % *
- [Nolo] * % * %
* % * * % *
[Nog] * % * *
* % % * % %
[N08] * * * *
- .
..c_E o * % * *
= [N°7]
S
- o o
©
c o * * * %
5 [N°6]
(&)
g * % % * % *
S o * * *
3 [N°5] *
c
o
O * * % * * %
[N04] * * * *
* % * * % *
[N03] * * * *
* % % * * % * * % * * %
[N°2] * * * * * * * *
-\ /- * * % * * % * k% % * * %
[Nol] * * * * * * * *
* % % * % %
Control * *
*=1pez

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3-2: Disefio de ensayos exploratorios de la investigacion
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Tabla 3-1: Concentraciones de los ensayos exploratorios para determinar
las concentraciones en los ensayos definitivos de la investigacion
“Toxicidad de los metales: arsénico, cadmio, mercurio y plomo sobre el
pez Paracheirodon innesi neén tetra”

N° de Factor de Metal (mg'L™)
concentracion  dilucién Arsénico Cadmio Mercurio (1) Mercurio (2) Plomo

10 0,5 500 1000 500 2000.000 2000
9 0,5 250 500 250 1000.000 1000
8 0,5 125 250 125 0,500 500
7 0,5 62.5 125 62,5 0,250 250
6 0,5 31,35 62,5 31,25 0,125 125
5 0,5 15,63 31,25 15,63 0,063 62.5
4 0,5 7,83 15,63 7,81 0,031 31,35
3 0,5 3,91 7,81 3,91 0,016 15,63
2 0,5 1,95 3,91 1,95 0,008 7,83
1 - 0,98 1,95 0,98 0,004 3,91

Control - 0 0 0 0 0

Fuente: Elaboracion propia

Caracteristicas de metales empleados

Los cuatro metales de interés fueron evaluados a través de sales comerciales. De
esta manera, se uso el arseniato de sodio para evaluar el arsénico, el cloruro de
cadmio para el cadmio, el cloruro de mercurio para el mercurio y el nitrato de plomo

para el plomo.

Estas sales fueron adquiridas en Quimica Reyes S.A., ubicada en el distrito de
Surquillo. En la Tabla 3-2 se presentan las caracteristicas de las sales empleadas
en el estudio.

Tabla 3-2: Caracteristicas de las sales empleadas en los ensayos de la

investigacion “Toxicidad de los metales: arsénico, cadmio, mercurio y
plomo sobre el pez Paracheirodon innesi neén tetra”

Metal Compuesto Marca Pureza (%) Férmula Peso molecular
Arsénico  Arseniato de sodio MallinckrodtE 98,0 NazHAsO,4.7H,0 312,01
Cadmio  Cloruro de cadmio MallinckrodtE 80,0 CdCls - 21,5H,0 228,36
Mercurio  Cloruro de mercurio Merck 99,5 HgCl, 271,50

Plomo  Nitrato de plomo Erba 99,5 Pb(NO3), 331,20
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La representatividad de un metal dentro de una sal, varia de acuerdo a la
composicién de la sal y por ende del peso molecular de ambas. Considerando esto,
la determinacioén del peso requerido de cada metal proveniente de las sales

adquiridas se realiz6 a través de una regla de tres simple.

Asi, por ejemplo, como se muestra en la Figura 3-3, para obtener 500 mg de
arsénico proveniente del arseniato de sodio, se tendria que pesar 2 028,3 mg de

esta sal.

Peso molecular Peso requerido (mg)
Arseniato de sodio 312,01 >< X =2028,3
Arsénico 74,92 500

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3-3: Relacién del peso del metal y compuesto

Caracteristicas del agua para soluciones

El agua a emplearse en los ensayos debe presentar las mismas caracteristicas del
agua en la cual fueron aclimatados previamente en el laboratorio, para evitar que
un cambio de condiciones externas influya en los resultados. Por tal razén, se
emple6é agua embotellada Cielo para diluir las sales con metales y elaborar las

soluciones de ensayo.

Elaboracion de soluciones

Las sales fueron pesadas empleando una balanza analitica marca AND modelo
GR-2000, con 0.0001 g de precision (Figura 5B del Anexo B). Luego fueron
disueltas en 1 L de agua dentro de frascos plasticos de color blanco con el uso de

varillas de vidrio. El agua fue almacenada en baldes plasticos y oxigenada con el
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La solucidn inicial de 1 L, era dividida en dos partes de 500 mL, cada una dispuesta
en frascos de 1 L. Uno de los frascos representaba la concentracion N° 10 (la mas
alta) y se le adicionaba cinco peces. Al otro frasco se le adicion6 500 mL de agua,
se combind con una varillo de vidrio y se gener6 una nueva solucion de 1L, a la
mitad de la concentracion de la solucion previa. Esta nueva solucion fue dividida en
dos partes iguales de 500 mL, ambas ubicadas en frascos de 1 L; donde uno de los
frascos represento la siguiente concentracion la N° 9 adiciondndosele cinco peces,
al otro frasco se le agregd 500 mL de agua, de tal manera que se formulé una nueva
solucién de 1L, a la mitad de la concentracion de solucion anterior. Este proceso

fue repetido hasta generar la solucién de concentraciéon N° 1 (la mas baja).

En la Figura 3-4 se presenta de manera esquematica el proceso de elaboracion de

las soluciones a distintas concentraciones.
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En 1 L se agrega X mg del metal Z
Agua 1L
Factor de Concentracion C|elo
dilucion
[N°10] 0.5 L
W o A\ -
(0,5 )—
“[N° 9]
(0,5 )—
“[N° 8]
(0,5 ) —
“IN° 7]
(0,5 ) —
“[N° 6]
(0,5 ) —
“[N° 5]
(0,5 )—
“I[N° 4]
(0,5) —
“IN° 3]
(0,5 ) —
“INe 2]
(0,5 ) —
“[N° 1] 0,5 L
Control 0,5 L
(sin metal)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3-4: Proceso de elaboracion de soluciones para ensayos
exploratorios de la investigacion “Toxicidad de los metales: arsénico,
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Evaluaciones de ensayos exploratorios

Los ensayos exploratorios tuvieron una duracion de 96 h, donde se evaluo
unicamente el efecto letal (mortalidad) de los metales cada 24 h. La evaluacion se
realizd6 de manera visual y con la ayuda de un estilete los peces fueron tocados
ligeramente por 10 seg, si el individuo no mostraba ningun tipo de reaccion; como
movimiento de las aletas, opérculo o boca; era considerado como muerto y retirado
de los envases, para evitar que su descomposicion interfiera con el efecto real de
los metales. Las muertes fueron registradas en fichas disefiadas especificamente

para este tipo de estudios.

3.6.3. Ensayos definitivos

Disefio de ensayos

Para los ensayos definitivos se consideraron cinco concentraciones diferentes, las
cuales disminuyeron progresivamente. Por metal se aplicé un factor de dilucién
para todas las concentraciones. El factor para cada metal varié de acuerdo a los
datos obtenidos en los ensayos exploratorios. Se incluyd una solucién control por
metal, de manera similar a los ensayos exploratorios. Se consideraron cuatro
repeticiones por concentracion y metal. La solucién de cada concentracion fue de
1 L, donde se colocaron aleatoriamente 10 peces por solucién. En la Figura 3-5 se
muestra esquematicamente el planteamiento del disefio de los ensayos definitivos
y en la Figura 6B del Anexo B se muestra una vista de un ensayo definitivo

realizado.
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 3-5: Disefio de ensayos definitivos por metal de la investigacion
“Toxicidad de los metales: arsénico, cadmio, mercurio y plomo sobre el
pez Paracheirodon innesi neén tetra”

Concentraciones de soluciones

En base a los datos obtenidos de mortalidad de las concentraciones evaluadas en

los ensayos exploratorios se definieron rangos de concentraciones para cada metal,
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Se consider6 como extremo superior del rango a la concentracion mas baja con
mortalidad total (n=5) y como extremo inferior a la segunda concentracion mas alta

con mortalidad nula (n=0).

La segunda concentracibn mas alta fue tomada en cuenta en lugar de la primera
mas alta, para asegurarnos de obtener mortalidades nulas en los ensayos
definitivos (lo cual contribuye a la confiabilidad de los parametros a estimarse), ya
gue se obtuvieron mortalidades parciales en un numero reducido de
concentraciones, de cero a tres concentraciones por metal. Esto aplicdé para

arsénico, mercurio y plomo.

Para el cadmio, no se considerd necesario establecer a la primera concentracion
mas baja como extremo inferior, debido a que cinco concentraciones presentaron
una mortalidad parcial baja al finalizar los ensayos exploratorios, generalmente del

20% (n=1).

Las concentraciones establecidas para cada metal, asi como los respectivos

factores de dilucién se presentan en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Concentraciones establecidas para los ensayos definitivos de
la investigacion “Toxicidad de los metales: arsénico, cadmio, mercurio y
plomo sobre el pez Paracheirodon innesi neén tetra”

N° de Metal (mg'L™
concentracion Arsénico F.D. Cadmio F.D. Mercurio F.D. Plomo F.D.
5 125 0,6 125 0,35 0,500 0,4 500 0,7
4 75 0,6 43,8 0,35 0,200 0,4 350 0,7
3 45 0,6 15,3 0,35 0,080 0,4 245 0,7
2 27 0,6 54 0,35 0,032 0,4 172 0,7
1 16.2 - 1,9 - 0,013 - 120 -
Control - - - - - - - -

F.D. = factor de dilucién
Fuente: Elaboracién propia
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Al finalizar los ensayos, se esperaba que, de las cinco concentraciones
contempladas por metal, una afectara la totalidad de los peces, tres tuvieran

afecciones parciales y otra no afectara ningan pez expuesto.

Sin embargo, esto se cumplié solo para el cadmio, por lo que, se evaluaron
soluciones de concentraciones complementarias para los otros tres metales, con
valores entre las establecidas inicialmente. En la Tabla 3-4 se muestran todas las
concentraciones empleadas por metal, resaltado en rojo las concentraciones

complementarias.

Tabla 3-4: Concentraciones empleadas en los ensayos definitivos de la
investigacion “Toxicidad de los metales: arsénico, cadmio, mercurio y
plomo sobre el pez Paracheirodon innesi neén tetra”

Metal (mg.L™)

N° de con. Arsénico N°de con. Cadmio N° de con. Mercurio  N° de con. Plomo
6 125 5 125 6 0,500 7 500
5% 100* 4 43,8 5 0,200 6 350
4 75 3 15,3 4* 0,160* 5* 315*
3 45 2 5,4 3 0,080 4* 280*
2 27 1 1,9 2 0,032 3 245
1 16,2 - - 1 0,013 2 172
- - - - - - 1 120
Control - Control - Control - Control -

F.D. =factor de dilucién; con. = concentracion; * = concentraciones complementarias.
Fuente: Elaboracion propia

Elaboracion de soluciones

Las soluciones para los ensayos finales fueron elaboradas de manera similar a la
descrita en la seccién de ensayos exploratorios, teniendo en cuenta las mismas

consideraciones.

Evaluaciones de ensayos

La duracion de los ensayos fue de 96 h. Con la ayuda de un estilete y con una
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movimiento alguno. Los efectos subletales fueron: i) nado extrafio, si el pez
realizaba movimientos andmalos como desplazarse lentamente solo en la
superficie o de manera diagonal; y ii) movimiento opercular, si el pez presentaba

movimiento escaso del cuerpo y con una marca aceleracion al respirar.

Los individuos muertos fueron retirados al finalizar la lectura diaria para que su

descomposicion no genere efectos adversos sobre el resto.

Adicionalmente a las lecturas de los efectos de los metales, se tom6 nota de la
conductividad y potencial de hidrégeno al iniciar y finalizar los ensayos, y se

midieron y pesaron los peces.

Se emplearon fichas disefiadas especificamente para estos ensayos, para registrar
las lecturas de los efectos, parametros fisicoquimicos y datos biométricos de los

peces.

3.7. Instrumentos de Recoleccion de Datos

En la tarea de registro de informacion se emplearon fichas disefiadas

especificamente para las distintas etapas del estudio.

Para la etapa de preparacion de ensayos, especificamente durante la aclimatacion
de los peces, se usO la ficha de la Figura 1C del Anexo C, para anotar los
parametros fisicoquimicos del agua de la pecera y nimero de individuos muertos

por dia.

En la etapa de ensayos preliminares se empled una ficha para apuntar el nimero

de individuos muertos por periodo de evaluacion y concentracién, la cual se
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Durante la etapa de ensayos definitivos se utilizaron tres fichas. Una para registrar
la cantidad de peces que fueron afectados de manera letal y subletal por cada
concentracion empleada de manera diaria, otra para los pardmetros fisicoquimicos
al iniciar y finalizar los ensayos, y una para tomar nota de los pardmetros
biométricos de los peces culminando las pruebas. Estas fichas se encuentran en
la Figura 3C, Figura 4C y Figura 5C del Anexo C, respectivamente. En la Figura 7B

del Anexo B se muestra una fotografia de la medicion de un pez nedn tetra.
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3.8. Procesamiento y Analisis de Datos

La informacién registrada en las fichas durante el estudio fue digitalizada
empleando el programa Excel y se generaron matrices con la finalidad de facilitar
su procesamiento. A partir de la informacion procesada se aplicaron los siguientes

métodos y técnicas de analisis.

3.8.1. Métodos para evaluar la relacién dosis-respuesta

Concentracion letal y efectiva media (CL/CEso)

La CL/CEso fue calculada mediante el uso del programa TRAP version 1.30a (2015)
y a través de la funcion Probit contenida en una plantilla del programa Excel (2016)

provista por Raj Alpha (2017) para uso libre y disponible en la web.

e TRAP es un programa de uso libre generado por la United State
Environmental Protection Agency (US EPA). Analiza la declinacion de una
variable bioldgica (por ejemplo, sobrevivencia) desde un valor control a cero
a medida que se incrementa la exposicion quimica (por ejemplo,
concentracion).

En la Figura 3-6 se muestra de manera esquematica la gréfica que se
obtiene con TRAP, donde Xso representa el valor de la variable de exposicion
gue origina el 50% de reduccién en los efectos de la variable desde su valor
control.

El valor Xso, dependiendo de la finalidad del estudio y del parametro de

lectura, puede ser la CLso, CEso 0 Clso (concentracion de inhibicion media).
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Este programa brinda como resultados, adicionalmente a la CXso, los limites

de confianza superior (CXsosup) e inferior (CXsoinf) al 95%, entre otros

estimadores.

1.0 5 Valor control (Yj)
> 08—
(0]
o) @
2 0.6 = %
§° %
2 04 %
3 04 - 5
172]
9
3 0.2+
]

Xs0
0.0 T ¥
0 1 2
Variable de exposicion(X)

Fuente: US EPA 2015

Figura 3-6: Relacion dosis-respuesta (TRAP)

e Con el programa Excel se us6 la platilla de uso libre generada por Raj Alpha
(2017) disponible en la web, la cual contiene las férmulas requeridas para el
calculo de la CLso, CEso 0 Clso y de sus respectivos limites de confianza
(CXso inf y CXso sup) al 95%, junto a otros estimadores, mediante el uso de

la funcién Probit.
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3.8.2. Métodos para evaluar la diferencia entre las respuestas a

distintas concentraciones

Concentracion de efecto no observado (NOEC) vy concentracion minima de efecto

observado (LOEC)

La NOEC y LOEC fueron determinadas a través del andlisis de varianza (ANDEVA),
seguido de la prueba de Tukey, con el empleo del programa de uso Info Stat

version 2008.

Inicialmente se aplica el ANDEVA de una via, ya que solo se evalua la variable
concentracion, para verificar si existen diferencias significativas entre las

mortalidades medias de las distintas empleadas, incluyendo la muestra control.

Si los resultados confirman lo planteado, se prosigue con la prueba de Tukery para
identificar las concentraciones con mortalidades medias que no fueron
significativamente distintas a las de la muestra control. Finalmente, en base a esos

resultados, se identifican el NOEC y LOEC.

En la Figura 3-7 se presenta de forma esquemaética la selecciéon de NOEC y LOEC,

con los resultados de la prueba de Tukey.

Concentraciones Mortalidad
1 N° muestras .
(mg.LH) media
0.0 4 0.00

1.25 4 0.00

2.50 4 0.00
NOEC Go. 4 050
4
4

LOEC QD . 3.75

20.0 7.00

40 4 9.75

Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

o O T 9 9 ®
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3.8.3. Concentracion sin efecto pronosticada (PNEC)

Se evaluo el riesgo ambiental de los metales sobre la biota del medio acuatico
continental, usando a la especie P innesi, a través de la estimacion del PNEC para

cada uno de ellos, mediante la siguiente formula:

PNEC = CL50.96h
Factor de seguridad

Se considero un factor de seguridad de 1000, como lo recomienda la OECD (2011)

cuando se cuenta con informacion de un solo nivel trofico del medio acuatico.

Los PNEC obtenidos para el efecto letal a las 96 h, fueron comparados con los
valores de arsénico, cadmio, mercurio y plomo de la Categoria 4: Conservacion del
Ambiente Acuatico, E2: Rios de Selva, de los Estandares de Calidad Ambiental
(ECA) para Agua, aprobados mediante el Decreto Supremo (D.S.)

N° 004-2017-MINAM, el 7 de junio del 2017 (Tabla 3-5).

Tabla 3-5: Estandares de Calidad Ambiental 2017 de la Categoria 4 /
E2: Rios de Selva

Metal mgL*
Arsénico (As) 0,15
Cadmio (Cd)* 0,00025
Mercurio (Hg) 0,0001
Plomo (Pb) 0,0025
* = disuelto

Fuente: D.S. N° 004-2017-MINAM

3.8.4. Biometria de Peces

Se evaluo la diferencia de las longitudes totales (mm) y pesos humedos (mg)

1= Cadal el traves de ANDEVACOr el 2 Dic ude
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analizo la diferencia de los promedios de ambos parametros biométricos, entre los
distintos metales. Esto con la finalidad de identificar alguna posible influencia de la

variacion de las longitudes y pesos sobre los resultados obtenidos.

3.8.5. Parametros Fisicoquimicos

Los valores de pH y conductividad registrados al inicio (0 h) y al final de los ensayos
(96 h), para cada concentracion de los distintos metales fueron representados

graficamente.

Ademas, se evaluo la relacion entre los valores de cada uno de los dos parametros
con las concentraciones de cada metal, mediante la determinacion del coeficiente

de correlacién de Pearson (r).

Este coeficiente varia de -1 a +1, el primer caso se da cuando los valores de ambas
variables disminuyen y el segundo caso cuando los valores se incrementan. Se
obtiene un coeficiente de 0 en el caso que no existiera ninguna correlacion entre

las variables evaluadas.

Luego se evaluo la significancia (al 0,05) del coeficiente obtenido mediante una
prueba de t-student. Ambos andlisis, coeficiente de Pearson y la prueba de

t-student, fueron realizados con el uso del programa Info Stat.

3.8.6. Prueba de hipotesis

Para contrastar las hipétesis planteadas se emple6 el ANDEVA, de tal manera que
se compararan los resultados obtenidos a distintas concentraciones y tiempos de

exposicion de los metales (para el efecto letal y los efectos subletales) contra la
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4. CAPITULO IV;

RESULTADOS

La informacion registrada durante el desarrollo del estudio es descrita a
continuacion en dos secciones: analisis e interpretacion y contrastacion de

hipotesis.
4.1. Analisis e Interpretacion

Esta seccion esti conformada por los resultados obtenidos durante los dos tipos de

ensayos realizados, preliminares y definitivos.

4.1.1. Ensayos preliminares

Los resultados de los ensayos preliminares son descritos por metal a continuacion.
Arsénico

El arsénico, al final del ensayo (96 h), presenté una mortalidad total en las tres
concentraciones mas altas (125, 250 y 500 mg-L?). Solo se obtuvo una mortalidad
parcial, en una concentracién intermedia (62,5 mg-L!). Las seis concentraciones

mas bajas (de 0,98 a 31,25 mgL™) y el control no mostraron ninguna mortalidad.
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En la Tabla 4-1 se muestran los resultados de mortalidad obtenidos con arsénico
por concentracion y dia de evaluacion. Dentro de un casillero se encuentra el rango

de concentraciones seleccionadas, para el ensayo definitivo.

Tabla 4-1: Mortalidad de P. innesi por el arsénico en ensayos
preliminares

N° de Concentracion Factor de  N° de peces Evaluacién (h) de mortalidad (%) N° de peces
solucién (mg'L™ dilucién  para prueba 24 48 72 96 sobrevivientes
Control 0 - 5 5
1 0,98 0,5 5
2 1,95 0,5 5 5
3 3,91 0,5 5 5
4 7,81 0,5 5 5
5 15,63 0,5 5 5
6 31,25 0,5 5 - - - 5
7 62,5 0,5 5 - 20 40 60 2
8 125 0,5 5 60 100 100 100 0
9 250 0,5 5 100 100 100 100 0
10 500 0,5 5 100 100 100 100 0
= mortalidad total; = mortalidad parcial; = mortalidad nula; |:|= rango de concentraciones para ensayos definitivos.

Fuente: Elaboracion propia

Cadmio

Para el cadmio, a las 96 h de evaluacion, las cuatro concentraciones mas altas (de
125a 1000 mgL?) tuvieron una mortalidad total, las cinco concentraciones
siguientes (de 3,91a 62,5mgL?') presentaron una mortalidad parcial, y la
concentracion mas baja (1.95 mg.L!), asi como el control, registraron una

mortalidad nula.

En la Tabla 4-2 se presentan los resultados de mortalidad obtenidos para cadmio
por concentracion y dia de evaluacion. En un casillero se encuentra el rango de

concentraciones seleccionadas, para el ensayo definitivo.
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Tabla 4-2: Mortalidad de P. innesi por el cadmio en ensayos preliminares

Ne° de Concentracion Factor de N° de peces Evaluacién (h) de mortalidad (%) N° de peces
solucién (mg'Lh dilucion  para prueba 24 48 72 926 sobrevivientes
Control 0 - 5 5
1 1,95 0,5 5 - 5
2 3,91 0,5 5 20 4
3 7,81 0,5 5 - 20 4
4 15,63 0,5 5 - 20 20 4
5 31,25 0,5 5 - 20 20 20 4
6 62,5 0,5 5 - 60 60 80 1
7 125 0,5 5 100 100 100 100 0
8 250 0,5 5 100 100 100 100 0
9 500 0,5 5 100 100 100 100 0
10 1000 0,5 5 100 100 100 100 0
= mortalidad total; = mortalidad parcial; = mortalidad nula; |:| = rango de concentraciones para ensayos definitivos.

Fuente: Elaboracién propia

Mercurio

En el caso del mercurio, a las 24 h del ensayo se registré una mortalidad total en
las 10 concentraciones evaluadas (de 500 a 0,98 mgL?), a excepcion del control

donde no hubieron peces muertos hasta las 96 h.

En la Tabla 4-3 se presentan los resultados de mortalidad obtenidos para mercurio

por concentracion y dia de evaluacion.

Tabla 4-3: Mortalidad de P. innesi por el mercurio en ensayos
preliminares (1)

N° de Concentracién Factor de  N° de peces Evaluacién (h) de mortalidad (%) N° de peces
solucién (mg'L™ dilucién  para prueba 24 48 72 96 sobrevivientes
Control 0 - 5 - - - = 5
1 0,98 0,5 5 100 100 100 100 0
2 1,95 0,5 5 100 100 100 100 0
3 3,91 0,5 5 100 100 100 100 0
4 7,81 0,5 5 100 100 100 100 0
5 15,63 0,5 5 100 100 100 100 0
6 31,3 0,5 5 100 100 100 100 0
7 63 0,5 5 100 100 100 100 0
8 125 0,5 5 100 100 100 100 0
9 250 0,5 5 100 100 100 100 0
10 500 0,5 5 100 100 100 100 0
= mortalidad total; = mortalidad nula.

Fuente: Elaboracion propia

Debido a que se obtuvo una mortalidad total en el ensayo exploratorio con el

mercurio, no se pudo establecer el rango de concentraciones para el ensayo
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En el siguiente ensayo a las 96 h, se obtuvo una mortalidad total en las tres
concentraciones mas altas (de 2 a 0,5mgL?) y una mortalidad parcial en las
siguientes tres (de 0,25 a 0,063 mgL?). En las cuatro concentraciones mas bajas

(de 0,031 a 0,004 mg'L?) y el control la mortalidad fue nula.

En la Tabla 4-4 se muestran los resultados de mortalidad obtenidos con mercurio
en el segundo ensayo exploratorio, por concentracion y dia de evaluacion. Dentro
de un casillero se encuentra el rango de concentraciones seleccionadas, para el

ensayo definitivo.

Tabla 4-4: Mortalidad de P. innesi por el mercurio en ensayos
preliminares (2)

Ne° de Concentraciéon Factor de N° de peces Evaluacién (h) de mortalidad (%) N° de peces
solucién (mg.LY) dilucion  para prueba 24 48 72 926 sobrevivientes
Control 0 - 5 5
1 0,004 0,5 5 5
2 0,008 0,5 5 5
3 0,016 0,5 5 5
4 0,031 0,5 5 - = 5
5 0,063 0,5 5 20 20 4
6 0,125 0,5 5 - - - 20 4
7 0,250 0,5 5 60 60 80 80 1
8 0,500 0,5 5 40 100 100 100 0
9 1,000 0,5 5 100 100 100 100 0
10 2,000 0,5 5 100 100 100 100 0
= mortalidad total; = mortalidad parcial; = mortalidad nula; |:|= rango de concentraciones para ensayos definitivos.

Fuente: Elaboracion propia

Plomo

El plomo al final ensayo, mostro en las tres concentraciones mas altas (de 2000 a
500 mg-Lt) una mortalidad total. En las siete concentraciones restantes (de 250 a

3,91 mgL?) y el control la mortalidad fue nula.

En la Tabla 4-5 se presentan los resultados de mortalidad obtenidos con plomo en

por concentracion y dia de evaluacion. Dentro de un casillero se encuentra el rango
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Tabla 4-5: Mortalidad de P. innesi por el plomo en ensayos preliminares

Ne° de Concentracion Factor de N° de peces Evaluacién (h) de mortalidad (%) N° de peces
solucién (mg'Lh dilucion  para prueba 24 48 72 926 sobrevivientes
Control 0 - 5 5
1 3,91 0,5 5 5
2 7,81 0,5 5 5
3 15,63 0,5 5 5
4 31,25 0,5 5 5
5 62,50 0,5 5 5
6 125 0,5 5 5
7 250 0,5 5 - - - = 5
8 500 0,5 5 60 100 100 100 0
9 1000 0,5 5 100 100 100 100 0
10 2000 0,5 5 100 100 100 100 0
= mortalidad total; = mortalidad nula; |:|= rango de concentraciones para ensayos definitivos.

Fuente: Elaboracién propia

4.1.2. Ensayos definitivos-Efectos

Los resultados de los ensayos definitivos fueron agrupados por metal, efecto y

tiempo de evaluacién y se presentan a continuacion.
Arsénico

Las dos concentraciones mas bajas (16,2 y 27 mg'L) no generaron ningun tipo de
efecto en los peces. En el control tampoco se registraron peces afectados. Las
otras cuatro concentraciones (de 45 a 125 mgL™) originaron un incremento
progresivo a lo largo del tiempo en el registro de peces muertos, asi como con nado
extrafilo y movimiento opercular.  Ademas, estas cuatro concentraciones
presentaron una relacion directa con el nimero de peces afectados, es decir, que
a mayor concentracion se evidencié un mayor numero de peces afectados de
manera letal (muerte) y subletal (nado extrafio y movimiento opercular). Solo la
concentracion mas alta (125 mgL?) provocé un afectacion del total de peces

expuestos, primero de manera subletal y luego de forma letal.

En la Tabla 4-6 se presenta el nUmero de peces afectados por concentracion y hora
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Tabla 4-6: Individuos (%) de Paracheirodon innesi con efecto letal (E.L.) y subletal (E.S.) en los ensayos definitivos

con arsénico

N° de Concentracién Nado extrafio (E.S) Movimiento opercular (E.S.) Muerte (E.L.)
solucion (mg'L-Y) 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Control - - - - - - - - - - - - -
1 16,2 - - - - - - - - - - - -
2 27 - - - - - - - - - - - -
3 45 - 5 5 23 - 5 5 18 - 5 5 18
4 75 13 38 58 80 8 13 55 75 3 23 55 75
5 100 13 70 95 98 5 33 90 95 - 60 90 95
6 125 78 98 100 100 70 95 100 100 58 95 100 100

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 4-7: Efecto letal (E.L.) y subletal (E.S.) en Paracheirodon innesi en los ensayos definitivos con arsénico

Nado extrafo (E.S)

Movimiento opercular (E.S.)

Muerte (E.L.)

Método Analisis
24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Andeva p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <O0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F 65,8 127,2 206,1 140,6 40,8 89,2 171,1 124.,8 25,3 109.4 171,12 124.,8
Tukey NOEC (mgL™® 100 45 45 27 100 45 45 27 100 45 45 45
LOEC (mg'L'l) 125 75 75 45 125 75 75 75 125 75 75 75
C(L/E)so(mgL™h 112,0 78,0 68,6 56,9 121,2 81,4 71,2 60,3 119,5 84,2 71,2 60,3
Excel- C(L/E)spinf(mgL™) -95% 97,1 67,2 59,4 48,1 104,5 69,6 61,4 51,0 104,9 72,1 61,4 51,0
Probit  c(L/E)sosup (mgL™Y)-95% 129,2 90,6 79,2 67,3 140,6 95,1 82,5 71,3 136,1 98,3 82,5 71,3
PNEC (mg'L'l) 0,112 0,078 0,069 0,057 0,121 0,081 0,071 0,060 0,120 0,084 0,071 0,060
C(L/E)so (mg'L'l) 112,8 83,8 72,2* 62,5 199,2 87,0 74,2 65,5 123,2* 90,3 74,2 65,5
TRAP C(L/E)soinf(mgL™) - 95% 105,2 78,2 67,6* 57,8 115,0 81,1 69,2 60,7 ND 84,3 69,2 60,7
C(L/E)sosup (mgL ™) -95% 120,4 89,5 76,8* 67,1 123,5 93,0 79,1 70,2 ND 97,3 79,1 70,2
PNEC (mg'L'l) 0,113 0,084 0,072 0,062 0,119 0,087 0,074 0,065 0,123 0,090 0,074 0,065

N.D. = no determinado; * = valores calculados con cautela.

Fuente: Elaboracion propia
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Los valores de p obtenidos a través del ANDEVA para cada tiempo y efecto
evaluado fue < 0,001, lo cual indica que los resultados obtenidos para al menos una
de las concentraciones fueron distintos del resto dentro de cada momento de

evaluacion y efecto esperado (Tabla 4-7).

En base a los resultados generados mediante la prueba de Tukey se identificaron
los valores de NOEC y LOEC, los cuales se redujeron de las 24 h a las 48 h de
evaluacion para los tres efectos, para luego seguir disminuyendo o mantenerse
similares a través del tiempo. Para el nado extrafio y movimiento opercular los
valores de NOEC y LOEC fueron iguales entre las 48 hy 72 h, y luego descendieron
alas 96 h. En el caso del efecto letal, ambos valores fueron los mismos desde las

48 h hasta las 96 h (Tabla 4-7).

Los valores de CLso para el efecto letal y CEsp para los dos efectos subletales
obtenidos con el TRAP y Excel-Probit mostraron una tendencia a disminuir con el
tiempo. Las CLso fueron mayores a las CEso del movimiento opercular en la mayoria
de tiempos de evaluacion, y estos Gltimos a su vez estuvieron por encima de las
CEso del nado extrafio generalmente. Las CLso y CEso generados por TRAP fueron

ligeramente mas altas que las del Excel-Probit (Tabla 4-7).

Ya que el PNEC es la division del CL o CE con un factor de seguridad, los valores
obtenidos siempre muestran la misma distribucion que estos, variando de 0,057 a
0,113 mg-L*? para nado extrafio, de 0,060 a 0,121 mg-L?* para movimiento opercular
y de 0,060 a 0,123 mg'L* para mortalidad, en todos los casos los registros mas

altos estuvieron a 24 h y los mas bajos a 96 h, considerando lo obtenido con TRAP
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El PNEC obtenido para mortalidad a las 96 h con TRAP (0,060 mgL?) vy
Excel-Probit (0,065 mg-L!) fue alrededor de 2,5 veces menor que el ECA Cat 4/ E2

para este arsénico (0,15 mgL?).

Cadmio

Los peces del control y de la concentracion mas baja (1,9 mg-L') no mostraron
ningUn tipo de alteracién. En las otras cuatro concentraciones (de 5 a 125 mgL™)
la cantidad de peces afectados se incrementé con la concentracion y con el
transcurrir del tiempo, tanto para el efecto letal y los subletales. La concentracion
mas alta (125 mgL') generdé una afectacion de todos los peces a las 24 h de

exposicion.

En la Tabla 4-8 se presenta el numero de peces afectados por concentracion y hora
de evaluacion. En la Tabla 4-9 se muestran los valores obtenidos para los distintos

parametros analizados.

Los resultados de p (< 0,001) revelan que al menos una de las concentraciones
difiere del resto dentro de cada tiempo de evaluacién para cada efecto esperado

(Tabla 4-9).

Los valores de NOEC y LOEC para el nado extrafo se redujeron de las 24 h a las
48 h y se mantuvieron constantes hasta las 96 h; mientras que los de movimiento
opercular y efecto letal fueron iguales, con valores similares entre las 24 h 'y 48 h,

luego se redujeron a las 72 h y se mantuvieron hasta las 96 h (Tabla 4-9).

Las CEso para nado extrafio e incremento de movimiento opercular se redujeron de

1= amientias quespara‘elefectaieialla reducci L e 48 96ah
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Los valores obtenidos con TRAP fueron mayores a los del Excel-Probit en todos los
casos, a excepcion de los registros de 24 h donde la tendencia fue inversa, con los

valores de Excel-Probit por encima de los de TRAP (Tabla 4-9).

Los resultados de PNEC fluctuaron entre 0,021y 0,1 mgL? para nado extrafio,
entre 0,023 y 0,089 mgL* para incremento de movimiento opercular y mortalidad,
en los tres casos con los registros mas bajos a las 96 h y los mas altos a las 24 h,

considerando lo obtenido con TRAP y Excel-Probit (Tabla 4-9).

Para mortalidad a las 96 h de evaluacion, los valores de PNEC calculados para
TRAP (0,023 mg-Lt) y Excel-Probit (0,029 mg-L'') estuvieron alrededor de dos
ordenes de magnitud (100 veces) por encima del valor del el ECA Cat 4 / E2 para

este metal (0,00025 mg-L1).
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Tabla 4-8: Individuos (%) de Paracheirodon innesi con efecto letal (E.L.) y subletal (E.S.) en los ensayos definitivos
con cadmio

N° de Concentracién Nado extrafio (E.S) Movimiento opercular (E.S.) Muerte (E.L.)
solucién (mg'L-Y) 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Control - - - - - - - - - - - - -

1 1,9 - - - - - - - - - - - -
2 54 5 8 8 8 3 8 8 8 3 5 8 8
3 15,3 3 13 15 15 3 8 13 13 3 8 13 13
4 43,8 40 73 88 88 38 70 85 85 38 70 83 85
5 125 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 4-9: Efecto letal (E.L.) y subletal (E.S.) en Paracheirodon innesi en los ensayos definitivos con cadmio

. L Nado extrafo (E.S) Movimiento opercular (E.S.) Muerte (E.L.)
Método Analisis
24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Andeva p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <O0,0001
F 307,4 314,86 609,8 609,8 185,1 2437 601,0 601.0 185,1 236,2 651,8 601,0
Tukey NOEC (mg'l_'l) 15,3 5,4 54 54 15,3 15,3 54 54 15,3 15,3 5,4 54
LOEC (mg'L'l) 43,8 15,3 15,3 15,3 43,8 43,8 15,3 15,3 43,8 43,8 15,3 15,3
C(L/E)so (MmgL™ 99,7 29,7 21,4 21,4 89,4 33,9 23,1 23,1 89,4 33,8 24,3 23,1
Excel- C(L/E)sinf(mgL™)-95% 48,7 18,2 14,0 14,0 47,6 20,5 14,9 14,9 47,6 21,0 15,5 14,9
Probit  c(L/E)sosup(mgL)-95% 2042 484 32,8 32,8 1679 56,1 357 357 167,9 54,3 37,9 35,7
PNEC (mglL™) 0,100 0,030 0,021 0,021 0,089 0,034 0,023 0,023 0,089 0,034 0,024 0,023
C(L/E)so (mg'L'l) 50,2 33,6 28,2* 28,2 51,5* 35,3 29,4 29,4 51,5* 35,5 30,2 29,4
TRAP C(L/E)gginf(mgL™) - 95% 38,2 27,7 23,7* 23,7 39,0* 29,3 24,7 24,7 39,0* 29,9 25,2 24,7
C(L/E)sgsup (mgL™) - 95% 62,2 39,6 32,8* 32,8 63,9* 41,3 34,1 34,1 63,9* 41,2 35,2 34,1
PNEC (mglL™) 0,050 0,034 0,028 0,028 0,051 0,035 0,029 0,029 0,051 0,036 0,030 0,029

* = valores calculados con cautela.
Fuente: Elaboracion propia
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Mercurio

En el control, asi como en las dos concentraciones mas bajas no se observaron
peces con algun tipo de afeccion. En las cuatro concentraciones restantes (de
0,080 a 0,5 mgL™?), los peces mostraron una respuesta letal o subletal, la cual
aumento casi de manera progresiva con los dias de evaluacion y concentracion del
metal. En la concentracion mas alta (0,5 mg-L™?) todos los peces mostraron una
afeccion letal a las 24 h. Al final del ensayo (96 h), en la concentracion N° 3
(0,080 mg'L') el porcentaje de peces que mostraron algun tipo de respuesta
(< 12.5%) fue mucho menor al de las concentraciones N° 4 (0,16 mgL?) y N° 5

(0,20 mg'L?) donde variaron del 80% al 100%.

En la Tabla 4-10 se presenta el nimero de peces afectados por concentracion y
hora de evaluacion. En la Tabla 4-11 se muestran los valores obtenidos para los

distintos parametros analizados.

Los resultados de p fueron menores a 0,001, indicando que los resultados de por
lo menos una de las concentraciones fueron diferentes a las otras, para cada

momento de evaluacion y efecto esperado (Tabla 4-11).

El valor de NOEC para todos los efectos y tiempos de evaluacion fue el mismo, con
0,08 mg-Lt. De manera similar, el valor de LOEC no vari6 y fue 0,16 mgL™, para

todos los casos (Tabla 4-11).

Los registros de CEso para nado extrafio y movimiento opercular y ClLso para
mortalidad se incrementaron gradualmente con el tiempo de evaluacion, siendo la

CLso mayor a la CEsp de movimiento opercular y este a su vez mayor a la CEso de
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similares; aunque los valores resultantes con TRAP a las 24 h y 48 8 fueron

menores a los de Excel-Probit y a las 72 h 'y 96 h fueron mayores (Tabla 4-11).

Referente a los PNEC, fluctuaron de 0,00013 a 0,00040 mg-L* para mortalidad, de
0,00013 a 0,00026 mg'L* para movimiento opercular y de 0,00011 a 0,00025 mg-L?
para nado extrafio, con los valores mas bajos a las 96 h y los més altos a las 24 h

en todos los casos, considerando lo obtenido con TRAP y Excel-Probit (Tabla 4-11).

El PNEC obtenido para mortalidad a las 96 h con TRAP (0,00013 mgL?) y
Excel-Probit (0,00014 mg-L') fue ligeramente mayor al ECA Cat4/E2 para

mercurio (0,00010 mg-LY).
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Tabla 4-10: Individuos (%) de Paracheirodon innesi con efecto letal (E.L.) y subletal (E.S.) en los ensayos definitivos
con mercurio

N° de Concentracién Nado extrafio (E.S) Movimiento opercular (E.S.) Muerte (E.L.)
solucién (mg-L-Y) 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Control - - - - - - - - - - - - -

1 0,013 - - - - - - - - - - - -

2 0,032 - - - - - - - - - - - -
3 0,080 5 5 5 10 3 3 5 5 3 3 5 5
4 0,160 35 43 78 90 35 38 58 80 20 38 58 80
5 0,200 30 40 90 100 23 33 70 95 15 28 50 93
6 0,500 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 4-11: Efecto letal (E.L.) y subletal (E.S.) en Paracheirodon innesi en los ensayos definitivos con mercurio

Nado extrafio (E.S)

Movimiento opercular (E.S.)

Muerte (E.L.)

Método Analisis
24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Andeva p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F 70,2 120,7 329,3 537,0 78,0 93,9 745 249,4 296,1 111,5 134,7 200,7
Tuke NOEC (mg'L'l) 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080
Y LOEC (mg'L'l) 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160
C(L/E)so (mg'L'l) 0,253 0,207 0,132 0,113 0,259 0,224 0,155 0,127 0,400 0,236 0,175 0,129
Excel- C(L/E)soinf(mg'L'l) -95% 0,182 0,157 0,110 0,094 0,190 0,171 0,126 0,106 0,265 0,178 0,137 0,107
Probit  c(L/E)s,sup (mgLY)-95% 0,351 0,275 0,158 0,137 0,352 0,292 0,192 0,151 0,605 0,313 0223 0,154
PNEC (mg'L'l) 0,00025 0,00021 0,00013 0,00011 0,00026 0,00022 0,00016 0,00013 0,00040 0,00024 0,00017 0,00013
C(L/E)so (mg‘L'l) 0,226 0,202 0,140* 0,120 0,240* 0,217 0,161 0,135 0,272* 0,226 0,178 0,137
TRAP C(L/E)Soinf(mg'L'l) -95% 0,187 0,176 0,128* 0,109 0,193* 0,185 0,147 0,123 0,246* 0,188 0,159 0,125
C(L/E)spsup (mgL ™ -95% 0,265 0,228 0,151* 0,131 0,287* 0,249 0,175 0,146 0,299* 0,264 0,197 0,148

PNEC (mgL™ 0,00023 0,00020 0,00014 0,00012

0,00024 0,00022 0,00016 0,00013

0,00027 0,00023 0,00018 0,00014

* = valores calculados con cautela.
Fuente: Elaboracion propia

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis

UNFV




Plomo

En las dos concentraciones mas bajas (120 y 172 mg-L) y en el control, los peces
no mostraron ninguna afectacion. Por su parte, la concentracion mas alta genero
la mortalidad del total de peces expuestos a las 24 h de iniciado el ensayo. Las
restantes cuatro concentraciones (de 245 a 350 mgL™) provocaron efectos
adversos en los peces expuestos, letal y subletal, que se incrementaron de manera

continua con la concentracién y el tiempo transcurrido, en la mayoria de los casos.

En la Tabla 4-12 se presenta el nUmero de peces afectados por concentracion y
hora de evaluacion. En la Tabla 4-13 se muestran los valores obtenidos para los

distintos parametros analizados.

Los resultados de p (< 0,001) reflejaron que al menos una de las concentraciones
se distingue de las otras dentro de cada tiempo de evaluacion para cada efecto

esperado (Tabla 4-13).

Los valores de NOEC y LOEC presentaron la misma tendencia de variaciéon y
fueron los mismos para los tres efectos evaluados, disminuyendo de 280 mgL™? (de
24 a72 h)a 245 mgL* (96 ) para NOECyde 315 mg-L? (de 24 a 72 h) a280 mgL*

(96 h) para LOEC (Tabla 4-13).

Los registros de CLso para mortalidad y CEso para nado extraiio y movimiento
opercular disminuyeron gradualmente con el tiempo de evaluacion. Los valores de
ClLso para mortalidad y CEso para movimiento opercular fueron casi iguales, a
excepcion del valor para las 72 h, donde la CLso fue ligeramente mayor a la CEso.

Las CEsp para nado extrafio fueron menores a las CEsp de movimiento opercular
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Respecto al PNEC, los valores oscilaron entre 0,273 mg-L? y 0,316 mgL* para
nado extrafio, entre 0,278 mg-L! y 0,318 mg L para movimiento opercular, y entre
0,278 mg-L-1y 0,318 mg-L-1 para mortalidad, con los registros mas altos a las 24 h
y los mas bajos a las 96 h en los tres casos, considerando lo obtenido con TRAP y

Excel-Probit (Tabla 4-13).

Para mortalidad a las 96 h de evaluacion, los valores de PNEC calculados para
TRAP (0,282 mgL?) y Excel-Probit (0,278 mgL?) fueron mucho mas altos,
ligeramente mayores a dos ordenes de magnitud (100 veces), que el valor del

ECA Cat 4 / E2 para este metal (0,0025 mg-L™1).
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Tabla 4-12: Individuos (%) de Paracheirodon innesi con efecto letal (E.L.) y subletal (E.S.) en los ensayos definitivos

con plomo
N° de Concentracion Nado extrafio (E.S) Movimiento opercular (E.S.) Muerte (E.L.)
solucion (mg'L-l) 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Control - - - - - - - - - - - - -
1 120 - - - - - - - - - - - -
2 172 - - - - - - - - - - - -
3 245 15 23 25 28 13 18 23 28 13 18 23 28
4 280 10 13 25 25 10 13 23 40 10 10 23 40
5 315 43 23 58 80 43 53 75 78 43 53 73 78
6 350 85 90 93 93 83 90 93 93 83 90 93 93
7 500 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 4-13: Efecto letal (E.L.) y subletal (E.S.) en Paracheirodon innesi en los ensayos definitivos con plomo

. L Nado extrafio (E.S) Movimiento opercular (E.S.) Muerte (E.L.)
Método Analisis
24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Andeva p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F 47,7 39,3 53,3 48,8 54,4 54,6 53,6 37,6 54,4 52,9 47,5 37,6
Tukey NOEC (mg'L'l) 280 280 280 245 280 280 280 245 280 280 280 245
LOEC (mg'L'l) 315 315 315 280 315 315 315 280 315 315 315 280
C(L/E)so (mg'L'l) 312 298 284 273 315 302 287 278 315 302 288 278
Excel- C(L/E)sinf(mglL™) -95% 290 277 265 253 293 282 268 259 293 283 269 259
Probit  c(L/E)gsup (mgL ™) -95% 336 319 304 294 339 323 307 300 339 323 308 300
PNEC (mg'L'l) 0,312 0,298 0,284 0,273 0,315 0,302 0,287 0,278 0,315 0,302 0,288 0,278
C(L/E)so (mg'L'l) 316 303 289* 276 318* 307 292 282 318* 308 293 282
TRAP C(L/E)spinf(mg'L™) - 95% 304 292 279* 266 306* 296 282 272 306* 297 283 272
C(L/E)sosup (mgL™)-95% 327 314 299* 286 329* 317 302 293 329* 318 303 293
PNEC (mg'L'l) 0,316 0,303 0,289 0,276 0,318 0,307 0,292 0,282 0,318 0,308 0,293 0,282

* = valores calculados con cautela.
Fuente: Elaboracion propia
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4.1.3. Ensayos definitivos-Peces

Se emplearon un total de 1 120 peces para los ensayos definitivos, los cuales
presentaron una longitud total que fluctué de 15 a 25 mm con un promedio de
19,4 mm, y un peso humedo que varié de 34 a 183 mg con un promedio de 72,6 mg

(Tabla 4-14).

Para el ensayo con cadmio se usaron 240 peces en total, para arsénico y mercurio
fueron 280, y para plomo 320. Las longitudes y pesos promedio fueron: 19,4 mmy
69,1 mg para cadmio, 19,0 mmy 70,9 mg para arsénico, 19,5 mm y 71,9 mg para

mercurio, y 19,9 mmy 77,5 mg para plomo, respectivamente (Tabla 4-14).

Las longitudes y pesos de los peces empleados para los ensayos no presentaron
diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas para cada metal, asi
como tampoco entre los metales, ya que los valores de p fueron mayores a 0,05 en

todos los casos (Tabla 4-14).
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Tabla 4-14: Datos de longitud (mm) y peso (mg) de los individuos de
Paracheirodon innesi usados en los ensayos definitivos

| Conc. Longitud total (mm) Peso humedo (mg)
Meta (mg'L'l) Min - Max Prom + DE Min - Max Prom + DE
Control 40 17 - 22) 19,2+1,4 (58 - 95) 75,0 £ 14,1
16,2 40 (16 - 21) 19,7+ 1,6 (54 - 90) 73,8+ 12,1
27 40 (16 - 20) 18,3+1,3 (40 - 86) 59,9+ 15,5
45 40 17 - 21) 189+1,4 (43 - 89) 68,8 + 13,5
Arsénico 75 40 (16 - 22) 18,5+1,6 (44 - 137) 69,9 + 26,5
100 40 (16 - 23) 18,8 +2,3 (50 - 119) 69,8 + 22,1
125 40 (18 - 22) 19,9+1,1 (62 - 93) 79,2 +9,8
Global 280 (16 - 23) 19,0+ 1,6 (40 - 137) 70,9 £ 17,3
p-valor - 0,21 0,29
F - 1,43 1,25
Control 40 (17 - 21) 19,3+1,6 (37 - 84) 65,4 + 13,6
1,9 40 (15 - 23) 19,1+2,2 (45 - 118) 71,0+ 19,9
54 40 (15 - 22) 19,1+2,2 (34 - 111) 65,6 £ 22,0
15,3 40 (18 - 22) 20,1+1,2 (48 - 105) 73,5+ 15,6
Cadmio 43,8 40 (16 - 21) 18,7+1,6 (43 - 89) 63,6 + 14,6
125 40 (18 - 23) 20,1+15 (50 - 99) 75,5 + 16,5
Global 240 (15 - 23) 19,4+1,8 (34 - 118) 69,1+17,1
p-valor - 0,38 0,55
F - 1,07 0,80
Control 40 (18 - 22) 19,5+1,2 (42 - 101) 69,8 + 16,4
0,013 40 17 - 22) 19,1+15 (43 - 89) 67,9+ 14,2
0,032 40 (17 - 23) 19,6 £1,9 (43 - 108) 70,3 £ 24,0
0,080 40 (17 - 23) 20+ 1,7 (50 - 119) 75,6 £ 19,8
Mercurio 0,160 40 17 - 22) 194+1,7 (42 - 100) 69,4 + 18,4
0,200 40 17 - 21) 18,7+ 1,6 (44 - 98) 71,2+ 16,4
0,500 40 (18 - 25) 20,3+1,9 (55 - 150) 79,1275
Global 280 (17 - 25) 195+1,7 (42 - 150) 71,9+ 19,5
p-valor - 0,42 0,88
F - 1,02 0,39
Control 40 17 - 21) 196+1,4 (46 - 93) 71,5+17,9
120 40 (18 - 22) 19,7+1,3 (57 - 108) 80,4 + 18,0
172 40 (16 - 21) 19,0+1,7 (34 - 84) 58,7+17,1
245 40 17 - 22) 19,7+1,6 (44 - 103) 75,5 + 18,9
280 40 7 - 22) 18,4+1,8 (51 - 183) 87,9+43,3
Plomo 315 40 (18 - 21) 19,4+1,1 (57 - 116) 76,3+ 17,1
350 40 (17 - 25) 20,2+2,1 (65 - 146) 85,7 £ 22,8
500 40 (19 - 22) 19,9+1,1 (69 - 104) 84,0+ 11,1
Global 320 (16 - 25) 19,9+1,6 (34 - 183) 77,5+ 23,4
p-valor - 0,25 0,11
F - 1,32 1,74
Total general 1120 (15 - 25) 19,4+1,6 (34 - 183) 72,6 £ 19,9
p-valor - 0,29 0,06
F - 1,24 2,39

Conc.= concentracion; N° = nimero de individuos; Min = minimo ; Max = maximo ; Prom = promedio ; DE = desviacion estandar.

Fuente: Elaboracion propia
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4.1.4. Ensayos definitivos-Parametros fisicoquimicos
Arsénico

Los valores de pH, al iniciar y finalizar el ensayo mostraron una correlacion positiva
con las concentraciones de arsénico (r > 0,87; p < 0,05). Al finalizar el ensayo los
valores disminuyeron ligeramente. Los valores, sin considerar el control fluctuaron

de 7,66 a8,31lalas0Ohyde 7,63 a8,18 alas 96 h (Figura 4-1).

La conductividad, de manera similar al pH, mostré un incremento a medida que se
incremento las concentraciones de arsénico (r = 1; p < 0,05). Los valores al final del
ensayo fueron ligeramente superiores a los medidos inicialmente, variando (sin
considerar el control) de 541 a 730 pS.cm* alas 0 hy de 558 a 763 uS.cm* a las
96 h (Figura 4-2).

Cadmio

El pH mostré una correlacion inversa con la concentracion en las soluciones, al
inicio y final del ensayo (r <-0,90; p < 0,05). Alfinalizar el ensayo, los valores fueron
ligeramente mas bajos en las tres concentraciones mas bajas, mientras que en las
otras dos (las mas altas) se registré un leve incremento. Los valores oscilaron, sin

considerar el control, de 7,04 a 7,97 alas0 hyde 7,21 a 7,74 alas 96 h (Figura 4-3).

Los registros de conductividad, opuesto al pH, presentaron una correlacion directa
con la concentracion del metal en la solucién, a las 0 y 96 h de lectura (r = 0,99;
p < 0,05). Los valores fueron ligeramente mayores al final del ensayo, a excepcion
de la concentracibn mas alta, donde se observé una ligera disminucion. La

conductividad, sin considerar el control, presenté registros de 518 a 630 uS.cm?y
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Figura 4-1: pH registrado en los ensayos definitivos con arsénico sobre
Paracheirodon innesi
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Figura 4-2: Conductividad registrada en los ensayos definitivos con arsénico
sobre Paracheirodon innesi
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Figura 4-3: pH registrado en los ensayos definitivos con cadmio sobre
Paracheirodon innesi
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Figura 4-4: Conductividad registrada en los ensayos definitivos con cadmio
sobre Paracheirodon innesi
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Mercurio

En relacion al pH, no se evidencid ninguna correlacion con la concentracion ni
tendencia alguna entre el inicio y final del ensayo (r = 0,49—-0h y 0,09 - 96 h;
p > 0,05 para ambos casos). Los valores fluctuaron, sin considerar el control, entre

759y8,0alas0hyentre 7,59y 7,70 a las 96 h (Figura 4-5).

Respecto a la conductividad, los valores se incrementaron ligeramente casi de
manera constante a medida que aumentaron las concentraciones del metal
(r>0,82; p<0,05). La mayoria de los valores registrados al final del ensayo fueron
mayores respecto a los del inicio. La conductividad varid, sin considerar el control,

de 497 a515 uS.cm? alas 0 hy de 495 a 528 uS.cm a las 96 h (Figura 4-6).

Plomo

El pH report6 una disminucién progresiva con el incremento de la concentracion del
plomo (r < -0,82; p < 0,05), de manera similar al cadmio. Los valores al final del
ensayo fueron mas altos que los registrados inicialmente. Los registros estuvieron,
sin considerar el control, entre 6,98 y 5,52 alas 0 h, y entre 7,58 y 5,81 a las 96 h

(Figura 4-7).

La conductividad, de manera similar a los otros metales, presentd una correlacion
directa con la concentracion de plomo en la solucién (r>0,97; p<0,05). La
mayoria de los registros de conductividad al final del ensayo fueron mayores a los
iniciales, a excepcioén de los valores en las dos concentraciones mas altas, donde
el comportamiento fue opuesto. Los valores de conductividad fluctuaron, sin

considerar el control, de 547 a 682 uS.cmt alas O hy de 549 a 679 uS.cm? a las
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Figura 4-5: pH registrado en los ensayos definitivos con mercurio sobre
Paracheirodon innesi
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Figura 4-6: Conductividad registrada en los ensayos definitivos con mercurio
sobre Paracheirodon innesi
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Figura 4-7: pH registrado en los ensayos definitivos con plomo sobre
Paracheirodon innesi
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Figura 4-8: Conductividad registrada en los ensayos definitivos con plomo
sobre Paracheirodon innesi
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4.2. Contrastaciéon de Hipotesis

Los resultados obtenidos del ANDEVA, al comparar los resultados del control (sin
metal) con las soluciones de prueba (con metal), que son descritos a lo largo de la
Seccion 4.1.2. Ensayos definitivos-Efectos, nos permiten sefialar que los cuatro
metales: arsénico, cadmio, mercurio y plomo, generan un efecto toxico letal y

efectos toxicos subletales sobre el pez “nedn tetra” Paracheirodon innesi.
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5. CAPITULO V:

DISCUSION

5.1 Discusion

El efecto letal de los metales (cobre, mercurio, plomo, y zinc), ha sido adscrito a la
coagulacion del moco de la superficie de las agallas, dafio al tejido de las agallas y
consecuentemente falla en la respiracion. Incremento de movimiento opercular ha
sido observado en peces expuestos a algunos metales pesados. Los sintomas por
envenenamiento agudo de metales pesados en peces comprenden, rigidez del
cuerpo, disminucion de la motilidad y suspension en la zona superficial con la parte
posterior del cuerpo dirigida hacia el fondo. Estos sintomas son seguidos por la
pérdida de balance y finalmente por el hundimiento del individuo en el fondo antes
de la muerte (Sehgal & Saxena, 1987). Todos estos sintomas fueron observados

durante los ensayos de los cuatro metales.

El orden de toxicidad del estudio fue: mercurio > cadmio > arsénico

(forma arsenato) > plomo, lo cual es comparable, en cierta medida, a los hallazgos
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de individuos alevines (20 mm) y juveniles (43 mm) de trucha arcoiris (O. mykiss)
en ensayos de toxicidad aguda empleando agua suave reconstituida (dureza de
41 mgL? CaCOs). Por otro lado, Hamilton & Buhl (1990a y 1990b) determinaron la
toxicidad aguda para varios toxicos con el uso de agua de quebrada (dureza de
211 mgLt CaCO:s), teniendo como resultado el siguiente orden de toxicidad,
cadmio > mercurio > arsénico (arsenito). Para pruebas con carpa cabezona
Pimephales promelas (Rafinesque 1820) en agua blanda (dureza de 44 mglL™
CaCO0:3), Spehar & Fiandt (1986) reportaron este orden de toxicidad, cadmio >

mercurio > arsénico (arsenito).

La diferencia del orden de toxicidad entre mercurio y cadmio, del presente estudio
y otras investigaciones, podrian estar relacionadas con ciertos factores, tales como,
caracteristicas del agua de dilucion (dureza, pH, temperatura, etc), especies y
estadios (larva, alevin, juvenil, adulto) de los organismos de prueba, y aclimatacion,

entre otros, los cuales pueden modificar la toxicidad de los metales (Sprague 1985).

En los diversos estudios, se ha registrado que a mayor tiempo de exposicion la CLso
disminuye, es decir que, el contaminante se vuelve mas toxico, y la tasa de
individuos afectados, de manera letal y subletal, se incrementa, tanto para mercurio
(Zakaria et al. 2016), arsénico (Liu et al. 2008), cadmio (Shuhaimi-Othman et al.

2012) y plomo (Erten-Unal et al. 1998).

De la Tabla 5-1 a la Tabla 5-4, se presenta una comparacion de los valores de CLso
obtenidos a 96 h para arsénico, cadmio, mercurio y plomo, con especies de prueba

estandar de peces pertenecientes a distintos grupos taxonémicos con habitos
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No obstante, los siguientes parrafos de discusion estaran enfocados en el contraste
con los datos de tres especies: trucha arco iris O. mykiss, originaria de Nortamerica
y con presencia en las aguas frias de la sierra del pais; pez zebra D. rerio,
proveniente del continente asiatico, de ambientes acuaticos tropicales (similar a
neodn tetra) y ampliamente distribuida a nivel mundial por ser de facil manejo; y
guppy Poecilia reticulata (Peters 1859), de origen suramericano e introducida en

cuerpos de agua continentales alrededor del mundo (incluido Peru).

Para arsénico el valor de CLsogs h €n el presente estudio fue 60,3 y 65,5 mg-L™.
Para larvas y juveniles del pez zebra, Liu et al. (2008 y 2005), obtuvieron una
ClLso-96 h de 272 y 56 mgL?, respectivamente, mostrando que los juveniles de esta
especie presentan una sensibilidad similar a los alevines de nedn tetra para el
arsénico en forma de arsenato de sodio. Tisler & Zagorc-Koncan (2002),
identificaron una CLso-9sh mucha mas baja para el pez zebra (15,3 mgL?) y juveniles
de trucha arco iris (28,1 mgL™), al emplear tri6xido de arsénico en agua dura
(dureza 250 mg'L' CaCOs). Para juveniles de trucha arco iris, Buhl y Hamilton
(1990), registraron una CLso-96h (67,5 mg-L™?) similar a la identificada para nedén tetra
al usar agua blanda (dureza 41 mgL?' CaCOs); sin embargo, la ClLsogeh Se€
incremento alrededor de seis veces (> 360 mgL?') empleando alevines de entre 7

y 10 semanas de vida (Tabla 5-1).

Respecto a cadmio, la CLso-9s h fue de 23,1y 29,4 mgL™; siendo mucho mayor al
valor registrado por Wang et al. (2013) y Chouikhi (1979) para el pez zebra,
6,5 mg-L?! (individuos de 23 mm promedio) y 3,3 mg-L%, utilizando nitrato de cadmio

en agua semidura (dureza 120 mgL!'! CaCOsz) y cloruro de cadmio,
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y fue 138 veces (0,17 mg-L?) lo reportado por Shuhaimi-Othman et al. (2013), al
usar guppys adultos en agua blanda (dureza 18,7 mg-L'* CaCOz); en ambos casos
empleando cloruro de cadmio como téxico. Sin embargo, lo registrado en el estudio
fue menor a la CLso-96 h de 30,4 mg-L* reportada por Yilmaz & Karaoke (2004), que
obtuvo usando guppys y cloruro de cadmio. Es importante resaltar que, lo obtenido
para ejemplares de trucha arco iris (200-400 mg) por Mebane et al. (2008), CLso-96 h
de 0,00084 y 0,00089 mg-L*,usando agua blanda (dureza 7-22 mgL?* CaCO3) y
cloruro de cadmio, fue cinco 6érdenes de magnitud menor al presente estudio

(Tabla 5-2).

Con el mercurio se obtuvo una Clso-gs h de 0,129 y 0,137 mgL* para los neones,
gue no difiere en gran medida de lo reportado en otras investigaciones, como por
ejemplo: por Wang et al. (2013) para peces zebra (23 mm promedio), CLso-96 h
0,14 mg-L* (dureza 120 mg-L* CaCOs); por Zakaria et al. (2016) y Morgan (1982)
para guppys (de 25-35 mm y 2 semanas), ClLso9s h de 0,0958 mgL?! (dureza
29,8 mg'Lt CaCO3) y 0,2 mg-L?, respectivamente; empleando cloruro de mercurio.
De igual manera, la CLso-96 h registrada para trucha arcoiris (expuesta a cloruro de
mercurio) fue similar; Calamarai & Marchetti (1973) obtuvo 0,016 mgL? (dureza
290-310 mgL! CaCOs) para ejemplares de 120-160 mm de longitud; Buhl &
Hamilton (1991) reportaron 0,193 y 0,217 mgL?* (dureza de ambos 41 mg.L?
CaCOs3) con juveniles (43 mm promedio) y alevines (20 mm promedio),

respectivamente (Tabla 5-3).

En relacién al plomo, para el nedn tetra se determind una Clso9s h de 278 y

282 mgL?t; valores que estdn muy por encima de lo obtenido en las otras
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(Buhl &y Hamilton 1990, Hammermeister et al. 1982) empleando nitrato de plomo
como toxico; a excepcion de lo reportado por Sehgal & Saxena (1987) para guppys,
1632y 1625 mgL? (dureza 71 mgL* CaCOs, ambos), para hembras (promedio

de 19 mm) y machos (promedio de 17 mm), respectivamente (Tabla 5-4).

Como se menciond anteriormente, existen muchos factores que pueden afectar en
distinta medida la toxicidad de los metales. La dureza, alcalinidad y contenido
organico del agua disminuyen la biodisponibilidad y por ende la toxicidad de los
metales en el medio acuético (Spehar & Fiandt 1986). Asi, por ejemplo, la dureza
del agua afecta en mayor medida a la toxicidad ejercida por cadmio, cobre y plomo
en comparacion con la manifestada por el arsénico, mercurio y plomo
(US EPA 1984). En agua blanda, el cadmio puede llegar a ser de 5 a 30 veces mas

potente que en agua dura (Canton & Slooff 1982)

Las especies presentan distintas sensibilidades a la toxicidad de los diversos
metales, las cuales se deben a las variaciones biologicas naturales de la
composicidon genética de las poblaciones y condiciones individuales de los peces.
Es usual que la variacion sea menor dentro de una especie, considerando los
estadios, la condicion de salud, condiciones del medio natural de origen; y mayor
entre especies (Zakaria et al. 2016). Asimismo, los resultados obtenidos en los
ensayos de toxicidad podrian estar influenciados por la historia de vida de los peces

empleados, de donde provienen (Bishop & Mcintosh 1981).

Algunos indican que las larvas generalmente son el estadio mas sensible de los

peces para contaminantes, tales como los metales (Alsop & Wood 2011). Sin

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




Hamilton (1991) identificaron que los juveniles fueron mas sensibles a los toxicos

(entre ellos arsénico, cadmio y mercurio) que los alevines.

Al contrastar los valores de PNEC para mortalidad a 96 h de exposicion con los
ECA Cat-4 /E2 Rio Selva, se identificd que, de los cuatro metales evaluados, el
ECA para arsénico no brindaria proteccion alguna para la vida acuatica, al estar
muy por encima de los PNEC estimados. Por su parte el ECA para mercurio,
ofreceria un cierto grado de proteccion por ser ligeramente menor de los PNEC
calculados. Por otro lado, los ECA para cadmio y plomo si serian apropiados y
asegurarian la conservacion del ambiente acuatico, por estar muy por debajo que

los PNEC inferidos.

Es importante mencionar que, en el D.S. N° 004-2017 se indica que los valores de
los distintos parametros, entre ellos los cuatro metales de estudio, se encuentran
en concentraciones totales, a excepcion del cadmio, donde se precisa como

disuelto para el ECA Cat-4 /E2 Rio Selva.
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Tabla 5-1: Comparacion de CLso-96h para arsénico con especies de peces

Dureza
. o . P _ . CL <
Ord('erlll Especie ] Distribucion Metod.o ﬂe Estad|o~/ Tiempo (mg'L'l de Téxico Formula 50_ Autor y afio
Familia Nombre comun natural exposicion Tamafio / Peso (mg'Ll)
CaCOy)
Danio rerio Sudest Estatico s.r. s.d. 250 Trioxido de arsénico As,04 15,3  Tisler y Zagorc-Koncan (2002)
este . . . .
Pez zebra / agiético Estético c.r. Larva / 4 dias s.d. Arsenato de sodio  NaH,AsO4H,O 272,0 Liu et al. (2008)
Cypriniformes Zebrafish Estatico c.r. Juvenil / 37 dias s.d. Arsenato de sodio NaH,AsOs.H,0 56,0 Liu et al. (2005)
Cyprinidae .
yp Pimephales promelas 4.6 dias |
Carpa cabezona/ Norteamérica Estatico c.r. 140 Arsenato de sodio NaH,AsO4.H,O 17,9 Buhl (2002)
. 1,2-1,6 mm/ 0,8-1,4 mg
Fathead minnow
Estético s.r. 44 mm / 800 mg 52 Arsenito de sodio NaAsO, 15,2 Inglis y Dawvis (1972)
Percif Lepomis macrochirus Estatico s.r. 44 mm / 800 mg 208 Arsenito de sodio NaAsO, 16,2 Inglis y Dawvis (1972)
erciformes : ; L » . . . )
Centr;rchi dae Mojarra oreja azul /  Norteamérica Estatico s.r. 44 mm / 800 mg 365 Arsenito de sodio NaAsO, 15,4 Inglis y Dawvis (1972)
Bluegill Estatico s.d. s.d. Arsenito de sodio NaAsO, 62 US EPA (1992)
Estético s.d. s.d. Arsenito de sodio NaAsO, 63,3 US EPA (1992)
Salmonifo Oncorhynchus mykiss Estatico s.r. Juvenil / 60 mm 250 Trioxido de arsénico As,04 28,1  Tislery Zagorc-Koncan (2002)
almoniformes L L. " . . .
Salmonidae Trucha arcoiris/  Norteamérica Estético s.r. Alevin / 7-10 semanas 41,3 Arsenato de sodio NaH,AsO,;.H,O > 360 Buhl'y Hamilton (1990)
Rainbow trout Estatico s.r. Juvenil / 1 040 mg 41,3 Arsenato de sodio  NaH,AsO4H,0 67,5 Buhl y Hamilton (1990)
Siluriformes Ictalurus punctatus Juvenil / 6 meses /
. Pez gato americano / Norteamérica Flujo 140 Arsenito de sodio NaAsO, 18 Cardwell et al. (1976)
Ictaluridae 66 mm / 2 400 mg

Channel catfish

s.d. = sin dato; s.r. = sin renovacion; c.r. = con renovacion.
Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 5-2: Comparacion de CLso-96h para cadmio con especies de peces

Dureza
Orden/ Especie Distribucion  Método de Estadio / Tiempo 1 L. , Clso o
s | L - (mg'L™ de Téxico Foérmula 1 Autor y afio
Familia Nombre comun natural exposicion Tamafio / Peso (mg'L™)
CaCOs)
F'?:Z"';’ef;go/ Sudeste  Estaticos.r. 23 mm / 220 mg 120 Nitrato de cadmio Cd(NO3),N*4H,O 6,5 Wang et al. (2013)
Zebrafish asiético Estatico s.d. s.d. Cloruro de cadmio cdcl 33 Chouikhi (1979)
Cypriniformes _ Estético s.r. < 24 horas s.d. Cloruro de cadmio CdCl, 0,237 Erten-Unal (1998)
Cyprinidae Pimephales promelas . Estaticos.r. 2-4 dias 6-28 Cloruro de cadmio CdCl, 0,0048 Suedel et al. (1997)
Carpa cabezona/  Norteamérica . . .
Eathead minnow Estético s.r. 40 mm 100 Cloruro de cadmio CdCl, 3,06 Birge et al. (1983)
Estatico s.r. 40 mm 250 Cloruro de cadmio CdCl, 7,16 Birge et al. (1983)
Estatico c.r. Adulto 18,7 Cloruro de cadmio CdCl, 0,17  Shuhaimi-Othman et al. (2013)
Cyprinodontiformes ~ Poecilia reticulata Suramérica Estéatico s.r. s.d. s.d. Cloruro de cadmio CdCl, 30,4 Yilmaz y Karakose (2004)
Poecilidae Guppy Estatico c.r. 3-4 semanas Agua suave  Cloruro de cadmio Cdcl, 3,8 Canton y Slooff (1982)
Estatico c.r. 3-4 semanas Agua dura  Cloruro de cadmio CdCl, 11,1 Canton y Slooff (1982)
Perciformes  -€POMis macrochirus _ Estaticos.r. 1 dia 45 Cloruro de cadmio cdcl, 8,81 Spehar y Carlson (1984)
) Mojarra oreja azul /  Norteamérica . ) )
Centrarchidae Bluegl Estatico s.r. s.d. 18 Cloruro de cadmio cdcl 23 Bishopy Mcintosh (1981)
Salmoniformes ~ Oneorhynchus mykiss . Estaticoc.r.  Pececillo / 200-400 mg 7-22 Cloruro de cadmio cdcl, 0,00084 Mebane et al. (2008)
. Trucha arco iris/  Norteamérica . ) .
Salmonidae Rainbow trout Estaticoc.r.  Pececillo / 200-400 mg 7-22 Cloruro de cadmio cdcl, 0,00089 Mebane et al. (2008)
Siluriformes Ictalurus punctatus . Estéticos.r. Juvenil / 600-700 mg 45 Cloruro de cadmio cdcl, 7,94 Spehar y Carlson (1984)
) Pez gato americano/ Norteamérica . ) )
Ictaluridae Channel catfish Flujo 7000 mg 44 Cloruro de cadmio cdcl, 4,48 Phipps y Holcombe (1985)

s.d. = sin dato; s.r. = sin renovacion; c.r. = con renovacion.
Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 5-3: Comparacion de CLso-g6h para mercurio con especies de peces

. o o 3 | X Dureza
Ordz.arlll Especie ) Distribucién Metod.o.cfe Estad|o~/T|empo (mg'L’l de Téxico Férmula CL50_ Autor y afio
Familia Nombre comun natural exposicion Tamafio / Peso (mg'L 1)
CaCoOy)
Danio rerio Sudeste
Pez zebra / asiatico Estatico s.r. 23 mm / 220 mg 120 Cloruro de mercurio HgCl, 0,14 Wang et al. (2013)
Cypriniformes Zebrafish
Cyprinidae ;
P Pimephales promelas Flujo juvenil / 3 meses 457 Cloruro de mercurio HgCl, 0,168 Snarski y Olson (1982)
Carpa cabezona/  Norteamérica
Fathead minnow Flujo 30-32 dias / ~20 mm 42,8 Cloruro de mercurio HgCl, 0,15 Call et al. (1983)
Cyprinodontiformes  Poecilia reticulata Suramérica Estético c.r. 25-35 mm 29,8 Cloruro de mercurio HgCl, 0,0958 Akhma et al. (2016)
Poecilidae Guppy Estatico s.r. 2 semanas s.d. s.d. s.d. 0,2 Morgan (1982)
Perciformes Lepomis macrochirus . Estéticoc.r. s.d. s.d. Cloruro de mercurio HgCl, 0,4 Abdelghani et al. (1995)
. Mojarra oreja azul /  Norteamérica
Centrarchidae Bluegill Estatico s.r. 600 mg 45 Cloruro de mercurio HgCl, 0,16 Holcombe (1983)
Salmoniformes Oncorhynchus mykiss Flujo 120-160 mm 290-310  Cloruro de mercurio HgCl, 0,016  Calamari y Marchetti (1973)
Salmonidae Trucha arco iris /  Norteamérica Flujo juvenil / 43 mm 41 Cloruro de mercurio HgCl, 0,193 Buhl y Hamilton (1991)
Rainbow trout Flujo alevin / 20 mm 41 Cloruro de mercurio HgCl, 0,217 Buhl y Hamilton (1991)

s.d. = sin dato; s.r. = sin renovacion; c.r. = con renovacion.

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 5-4: Comparacion de CLso-96h para plomo con especies de peces

Ordgrl/ Especie ) Distribucién Métod.o.c!e Estadioﬂ/ Tiempo (rr?:flz?je Téxico Férmula CL50_ Autor y afio
Familia Nombre comin natural exposicion Tamafio / Peso Cacos) (mg'L 1)
Danio rerio Sudeste Flujo Lana 7.8 Nitrato de plomo Pb(NOs),  0,0529 Alsop y Wood (2011)
it P(;ze;r(;;);/ asiatico Flujo Larva 141 Nitrato de plomo Pb(NO3), >0.590 Alsop y Wood (2011)
C)c/:F;/r;l)r:iIn(i)g::S Pimephales promelas Flujo ~30d/ 150 mg 43 Nitrato de plomo Pb(NO3), 2,1 Spehar y Fiandt (1986)
Carpa cabezona/  Norteamérica Flujo Pecesillo / 4 dias s.d. Nitrato de plomo Pb(NOs)2 2,7 Hammermeister (1982)
Fathead minnow Flujo Pecesillo / 4 dias s.d. Nitrato de plomo Pb(NOs), 52 Hammermeister (1982)
Flujo Adulto s.d. Nitrato de plomo Pb(NO3), 15,5 Gadkari y Marathe (1983)
) ) . ) Flujo Adulto s.d. Nitrato de plomo Pb(NO3z), 12,5 Gadkari y Marathe (1983)
Cyer',';"edc(i’I'i‘itc"f:gmes Poec"'cf‘"u;e;;c“'ata Suramérica Flujo Pececillo s.d. Nitrato de plomo ~ Pb(NO3)s 73 Gadkariy Marathe (1983)
Flujo Hembra /19 mm /3.1 mg 71 Nitrato de plomo Pb(NO3), 1632 Sehgal y Saxena (1987)
Flujo Macho / 17 mm / 3.1 mg 71 Nitrato de plomo Pb(NO3z), 1625 Sehgal y Saxena (1987)
. Lepomis macrochirus Flujo 4cm s.d. Acetato de plomo Pb(CzH305), 400 Ellgaard y Rudner (1982)
CZE;:;::;:;;; Mojarra orej_a azul /  Norteamérica s.d. s.d. s.d. Cloruro de plomo PbCl, 23,8  Pickering y Henderson (1966)
Bluegill s.d. s.d. s.d. Cloruro de plomo PbCl, 442  Pickering y Henderson (1966)
Estéatico s.r. Alevin / 7-10 semanas 41,3 Nitrato de plomo Pb(NO3), 30 Buhl y Hamilton (1990)
Salmoniformes Oncorhynchus r.n.ykiss L. Estéatico s.r. Juvenil / 1040 mg 41,3 Nitrato de plomo Pb(NO3), <1.7 Buhl y Hamilton (1990)
) Trucha arco iris / Norteamérica . ) .
Salmonidae Rainbow trout Flujo 3 meses s.d. Nitrato de plomo Pb(NO3), 2 Hammermeister et al. (1982)
Flujo 3 meses s.d. Nitrato de plomo Pb(NO3z), 0,58 Hammermeister et al. (1982)

Ictalurus punctatus
Pez gato americano / Norteamérica s.d. s.d. s.d. Arseniato de plomo PbHAsO, > 100 Mayer y Ellersieck (1986)
Channel catfish

Siluriformes
Ictaluridae

s.d. = sin dato; s.r. = sin renovacion.

Fuente: Elaboracion propia
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5.2 Conclusiones

5.2.1. Los valores de CLso-96n indicaron que el grado de toxicidad de los
metales evaluados con nedn tetra, en orden descendente, fue:
mercurio > cadmio > arsénico > plomo.

5.2.2. Los valores de CLso-96h identificados para arsénico, cadmio, mercurio
y plomo con el empleo de neon tetra mediante los métodos Excel-Probit y
TRAP fueron similares: 60,3: 23,1; 0,129 y 278 mgL?', con el método
Excel-Probit; y 65,5; 29,4; 0,137 y 282 mgL?, con el método TRAP,
respectivamente.

5.2.3. Los valores de CEso a distintos tiempos de evaluacion para el nado
extrafio y movimiento opercular acelerado, obtenidos para arsénico, cadmio,
mercurio y plomo con neodn tetra a través de los métodos Excel-Probit y
TRAP fueron similares.

5.2.4. En base a los PNEC estimados y su comparacion con los
ECA Cat-4 /[E2 Rio Selva, aplicables vigentes, se puede indicar que la
concentracion limite para arsénico no es apropiada y su cumplimiento no

aseguraria la conservacion del medio acuatico.
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5.3 Recomendaciones

5.3.1. Seguir incluyendo la tematica de ensayos toxicolégicos en futuras
tesis universitarias, usando especies propias de Perl, como indicadores
bioldgicos del ecosistema para distintos toxicos.

5.3.2. Continuar con los bioensayos empleando distintos estadios del neén
tetra y variaciones de las condiciones fisicoquimicas del medio acuatico de
las pruebas, para seguir explorando la sensibilidad de esta especie a los
agentes contaminantes.

5.3.3. Evaluar el establecimiento del pez “nedn tetra” Paracheirodon innesi
como especie estandar de pruebas toxicoldgicas para el territorio nacional y
emplearla para la gestion del recurso hidrico, de manera complementaria a
los estandares ambientales (ECA-Agua) para agentes fisicos, quimicos y

biolégicos.
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ANEXO A:

Matriz de consistencia
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Problema

Objetivo

Hipotesis

Variables

¢El arsénico, cadmio, mercurio y

Evaluar la toxicidad del arsénico,

cadmio, mercurio y plomo sobre el

El arsénico, cadmio, mercurio y

Independiente:
-Concentraciéon de metales.

plomo tendran efectos tdxicos plomo no generan efectos -Peces
General pez “nedn tetra” Dependiente:
sobre Paracheirodon innesi téxicos sobre el pez “nedn tetra” P s
. . - -Efecto toxico letal.
Paracheirodon innest -Efectos téxicos subletales
“neodn tetra” (Characidae)? Paracheirodon innesi. '
(Characidae).
Determinar concentracion letal
media a diferentes tiempos de
exposicion para cuatro metales
¢Eslos cuatro metales causan sobre  Paracheirodoninnesi  a Bs|s\cuatro  metales . no
N efecto letal obre generan un efecto téxico letal
u S , || e sobre Paracheirodon innesi. . .
través de ensayos toxicol6gicos. Independiente:
i i i? -Concentracion de metales.
Paracheirodon innesi? Estos cuatro metales no o
Especifico Obtener la concentracién efectiva SnerkT efectos t6xicos Dependiente:
¢Los cuatro metales producen 9 -Efecto toxico letal.
media para dos efectos subletales -Efectos téxicos subletales.
subletales sobre

efectos subletales sobre

Paracheirodon innesi?

a diferentes tiempos de exposicion
de estos cuatro metales sobre
Paracheirodon innesi a través de

ensayos toxicoldgicos.

Paracheirodon innesi.

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO B:

Registro fotogréafico de los equipos y materiales

empleados y procedimientos realizados en los ensayos
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Figura 1B: Pecera para aclimatacion de peces

Figura 2B: Kit de dureza Hanna (HI13812)
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Figura 3B: Medidor portatil de temperatura, conductividad y pH,

Hanna (HI98129)
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Figura 4B: Kit JBL parala medicion de amonio, nitritos y nitratos

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




Figura 5B: Balanza AND modelo gr-2000, usada para el pesado de
las sales y peces

Figura 6B: Vista de ensayo definitivo para cadmio, cinco
concentraciones y un blanco, cada uno con cuatro réplicas

Figura 7B: Medicién de neones con el uso de regla



ANEXO C:

Fichas de Registro de Informacion



Ficha de evaluacion durante el proceso de aclimatacion de los peces

Evaluacion (h):

Evaluacion (h):

Especie: Pecera N°:

Estadio: Capacidad total (L):

Ubicacion: Capacidad usada (L):

Proyecto: Otros:

Fecha: Fecha: Fecha: Fecha:
Hora: Hora: Hora: Hora:
Evaluador: Evaluador: Evaluador: Evaluador:

Evaluacion (h):

Evaluacion (h):

Amonio (mg'L™)
Nitrito (mg'L™)
Nitrato (mg'L™)

pH

Temp. (°C)

CE (uScm™)
Dureza (mg'L™)

N° de peces muertos
Agua cambiada (L)
Tipo de agua
empleada

Amonio (mg'L™)
Nitrito (mg'L™)
Nitrato (mg'L™)

pH

Temp. (°C)

CE (uScm™)
Dureza (mg'L™)

N° de peces muertos
Agua cambiada (L)
Tipo de agua
empleada

Amonio (mg'L™)
Nitrito (mg'L™)
Nitrato (mg'L™)

pH

Temp. (°C)

CE (uScm™)
Dureza (mg'L™)

N° de peces muertos
Agua cambiada (L)
Tipo de agua
empleada

Amonio (mg'L™)
Nitrito (mg'L™)
Nitrato (mg'L™)

pH

Temp. (°C)

CE (uScm™)
Dureza (mg'L™)

N° de peces muertos
Agua cambiada (L)
Tipo de agua
empleada

CE =conductividad eléctrica.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 1C: Ficha de registro de informacidn para la etapa de aclimatacion de los peces en la investigacion “Toxicidad
de los metales: arsénico, cadmio, mercurio y plomo sobre el pez Paracheirodon innesi neén tetra”



Ficha para la evaluacién de mortalidad en ensayos preliminares de toxicidad

Especie:

Estadio:

Ubicacion:

Proyecto:

Fecha: Fecha: Fecha: Fecha:

Hora: Hora: Hora: Hora:

Evaluador: Evaluador: Evaluador: Evaluador:

Evaluacioén (h): Evaluacion (h): Evaluacioén (h): Evaluacién (h):

Metal: ........... Metal: ........
Solucion | Concentracion | 541 | 48h | 72h | 96h | Solucion |Coneentracion| o p  4gh | 72h | 9eh
(mgL™) (mgL?

______ Control | e Control
N° 1 N° 1

________ N2 ez
N° 3 N° 3

________ Na o e ]
N° 5 N° 5

________ N6 e e N
N° 7 N° 7

________ Ns oo Nes ]

________ No 4o N
N° 10 N° 10

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2C: Ficha de registro de informacion para la etapa de los ensayos preliminares de la investigaciéon “Toxicidad
de los metales: arsénico, cadmio, mercurio y plomo sobre el pez Paracheirodon innesi nedén tetra”



Ficha para la evaluacién de ensayos de toxicidad aguda de 96 horas

Especie:

Estadio:

Ubicacioén:

Proyecto:

Fecha: Fecha: Fecha: Fecha:

Hora: Hora: Hora: Hora:
Evaluador: Evaluador: Evaluador: Evaluador:
Evaluacion (h): Evaluacion (h): Evaluacion (h): Evaluacion (h):
Metal: 24 h 48 h

Solucién iCon. (mg'L'l) Re.pllcaf A Re.pllca& B Re'pllcg C Rgpllcq D Relpllcal A Rgpllcq B Relpllcal C Rgpllcq D

NE:MO. M. [NEIMO. M. [NE:MO.! M. [NEiMO.; M. [NE:MO.! M. [NNEIMO.; M. |[NE:MO.! M. [N.EIM.O.; M

control i | i A S A

Ne 1 : : : ; ; ! : ! '
T s o S K S FASRUY PR SN SO IS SO A ............................... R e R
..... R B e Y T S e B e e A Sy B e
LT S S I S RN U S R S W b ]

N° 5 ' H H E ' H H ! '

72 h 96 h

Solucién | Con. (mgL™ : - - ; ; . . ; ; g r 7 7 g T 7
: N.E.iMO.: M. |[NE:MO.: M. [NE:MO.: M. |[NE:MO.: M. [NE;MO.: M. |[NE:MO.: M. [NE;MO.: M. |[NE:MO.; M.

Control : : :
S T A e e e e e AR R e e ......................................................... r .....
N2 SR O OO OO Ot O OOt vt O OO O N AN
..... R s Y I S Sy B s S
BN e e e S St S Rt S Sy R s Sl S et e Mt S Sl I S s R s S

N.E. =nado extrafio; M .O. =movimiento opercular; M. =muerte. Con.=concentracion.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3C: Ficha de registro de informacion para la etapa de los ensayos definitivos de la investigacién “Toxicidad
de los metales: arsénico, cadmio, mercurio y plomo sobre el pez Paracheirodon innesi neén tetra”



Ficha para el registro de parametros fisicoquimicos en ensayos de toxicidad aguda de 96 horas

Especie:
Estadio:
Ubicacion:
Proyecto:
Fecha: Fecha: Fecha: Fecha:
Hora: Hora: Hora: Hora:
Evaluador: Evaluador: Evaluador: Evaluador:
Evaluacion (h): Evaluacion (h): Evaluacion (h): Ewvaluacion (h):
f ARSENICO CADMIO
Solucion | Con. (mgL™) Oh 96 h Oh 96 h
i pH CE (uS°cm™?) pH CE (uS°cm™) pH CE (uS°cm?) pH CE (uS-cm™)
Control
Nol e e e e
N2
No3 """ """"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
“””ﬁ;*"f'“’g ******************** 1T N Ty R ]
N°5 e e e e
; MERCURIO PLOMO
Solucién i Con. (mg'L™) Oh 96 h 0h 96 h
5 pH CE (uS-cm™) pH CE(uS'cm™) pH CE(puScm™) pH CE(uS'cm™)
Control !
N1l
Noz """""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
N° 3
No4 """"""""""""""""""""
N° 5

Con. =concentraciéon; CE =conductividad eléctrica.

Fuente: Elaboracién propia

Figura 4C: Ficha de registro de parametros fisicoquimicos en los ensayos definitivos de la investigacion “Toxicidad
de los metales: arsénico, cadmio, mercurio y plomo sobre el pez Paracheirodon innesi neén tetra”



Ficha para el registro de datos morfométricos de peces
en ensayos de toxicidad aguda de 96 horas

Especie:
Estadio:
Ubicacion:
Proyecto:
Fecha: Fecha:
Hora: Hora:
Evaluador: Evaluador:
Evaluacion (h): Evaluacion (h):
Fecha: Fecha:
Hora: Hora:
Evaluador: Evaluador:
Evaluacion (h): Evaluacion (h):
Metal N° dg’ Con._l Réplica Hora de Registro [N°de LT (mm)|PH (mg)
Solucion (mg'L™) Pez

>i>

24 [ 48 [ 72 | 96

LT = longitud total; PH = peso humedo. Con. = concentracion.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 5C: Ficha de registro de datos morfométricos de peces




