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P REF A C 10 

Li programa de Mares Regionales fue iniciado par el PNVMA en 1974. 

Desde entonces el Canse3o de Gabierno del PNUMA ha apoyada reiteradamente 

Un tratamiento regional al control de la contaminaci6n marina y la 

administracion de Los recursas marinas y costeros y ha famentada el 

desarrollo de planes de acci6n reqionales. El Programa de Mares 

Regionales incluye al momenta presente diez reqiones y participan en él 

airededor de 120 Estados costeros. (1) 2). 

Uno de las componentes bãsicos de los planes de acclón patrocinados 

par al PNIJMA e n P 1 ámbito del Prtnrama ile Mares Regionales as La 

evaluacion del estado en que se encuentra el ambiente marina y de sus 

recursos, de las luentes y la dispersi6n de la contaminacion, y del 

impacto de èsta sabre La salud humana, los ecosistemas marinas y las 

sitios recreativos. Para poder apoyar a quienes están participando en 

esta actividad y asegurar que los datas obtendas a través de la 

evaluacion puedan ser comparados a nivel mundial y contribuir asi al 

Sistema Global de Monitoreo Ambiental (GEMS) del PNUMA. se  están 

desarrollando un conjunto de métodos de referencia y lineamientos para 

los estudios de contaminaci6n marina 1 	los cuales se recomienda sean 

adoptados 	par los Gobiernos participantes en el Programa de Mares 

Req i anales. 

Los métodos y lineamientos son preparados en cooperacion con los 

organismos especializados del sistema de Las Naciones Unidas asi coma can 

atras organizacianes y son probados par un numero de expertos competentes 

en el campo que correspande a los métodos descritos. 

En La descripción de los métados y lineamientos 5e sique tan 

estrictamente coma sea posible el estilo usado par Ia Orqanizacion 

Internacional para La Estandarizacin (ISO). 

Los métodos y lineamientos publicados en las series de Métodos de 

Referencia para Estudios de Contaminaci6n Marina del PNUMA, no se 

consideran versiones finales. Está planeada su revisi6n periodica tomanda 

en cuenta el desarrollo de nuestra compre' ,sión de las problemas, de la 

instrumentaci.6n analitica y de las necesidades actuales de los usuarias. 

Para facilitar estas revisiones se invita a los usuarios a enviar sus 

comentarios y sugerencias a: 

Laboratorio del Media Ambiente Marina 

Laboratorio Internacianal de Radiactividad Marina 

Organismo Internacional de Enerqia At6mica 

2. av. Prince Héréditaire Albert 

MC 98000 MONACO 

el cual es responsable de La coordinacin técnica para el desarrollo, 

prueba e intercalibración de los Métodos de Referencia. 
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LJNEP: 	Achievements 	and 	planned 	development of UNEP's 

Regional Seas Programme and comparable programmes 

sponsored by other bodies. UNEP Regional Seas Report 

and Studies. NO 1 UNEP, 1982. 

P.HULM: 

	

	A Strategy for the Seas. The Regional Seas Programme 

Past and Future UNEP I  1983. 

Esta edici6n de los Métodos de Referencia para 	Estudios 	de 

Contaminacion Marina No 43 fue preparada en cooperación con la 

Organización de las Naciones Unidas para Ia Alimentación y Ia Agricultura 

(FAU) y el Urganismo Internaconal de Energia Atmica (OJEA). lncluye los 

comentarios enviados por cientificos que revisaron el método y las 

modificaciones propuestas que se sealan en el anexo IV del reporte de la 

reuni6n de consulta de FAO/PNUMA sobre la toxicidad de sustancias 

seleccionadas 	en 	organismos 	marinos, 	que 	fue 	realizada 	en 

Villefranche-sur-mer, 	Francia, 	del 	10 al 24 de octubre de 1980, dcntro 

del marco del programa MED POL - Fase II. Expresamos nuestro 

reconocimiento por la ayuda de todos aquellos que contribuyerori a la 

preparaci6n de este método de referencia. 
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1. ALCANCE V CAMPO DE APLICACION 

Est.e mtodo de relerencia describe l.a deterninación de 	la toxicidad 

aguda letal de los contaminantes sobre orgnismos marinas 	(peces e 

invertebradas) 	por 	el 	mét.odo estacionaria 	(sin 	flUjo continuo). 	Se 

incluyen además los procedimientos para l.a determinación de 	l.a curva de 

toxicidad 	(relación entre el 	tiempo de supervivencia y l.a concentraci6n 

del compuesto contaminante) y 	la estimación de 	l.a concentraci6n media 

letal 	(LC50). 	Este método es apropiado para su usa con peces y 

macroinvertebrados 	pero 	no 	lo 	es 	para 	organismos 	marinas 

litoplanctonicos 	y 	zooplanctanicos ni 	para 	l.a determinacion de 	l.a 

toxicidad del petr6leo y sus compuestos derivadas ni tampoco para los 

agentes dispersantes del mismo. Las métodos adecuadas para estos casos se 

describen en los Métodos de Relerencia NO 44 y 45, respectivamente. 

REFERENCIAS 

FAD (1977) Manual of Methods in Aquatic Environment Research, Part 4. 

Bases for selecting biological tests to evaluate marine 

pollution. FAD Fish. Tech. Pap. (N° 164) 31pp. 

REISH I  D.J. and OSHIDA, P.S. (1986) 
Manual of Methods in Aquatic Environment Research. Part 	10. 

Short-term static bioassays. 
	

FAO Fish. 	Tech. 	Pap. (N°.247) 

62pp., Rome, FAD. 

WARD, G.S. and PARRiSH, P.R. (1982) 

Manual of Methods in Aquatic Environment Research. Part 6. 

Toxicity tests. FAO Fish. Tech. Pap. (N°.185) 23pp., Rome, FAD. 

PRINCIPIOS 

Los 	animales 	utilizados 	en 	el 	ensayo, en grupos de diez 

especimenes, son expuestos separadamente a varias concentraciones del 

compuesto contaminante y observados durante varios dias a intervalos 

requlares ; es importante sealar que las disoluciones empleadas deberán 

renovarse con frecuencia durante el ensayo. Al mismo tiempo es necesaria 

mantener un registro de l.a supervivencia de cada uno de las animales 

expuestos a cada una de las concentraciones del compuesto contaminante. 

La media del tientpo de supervivencia de cada grupo de animales se 

determina gráficamente utilizando una tr.ans1ormacin 	log-probit de los 

datos obtenidos. Para obtener Ia curva de toxicidad se 	representa 

graficamente 	l.a media de los tiempas lie supervivencia, can sus limites lie 

confianza, en Iunción lie Ia concentración del compuesto ensayado. 	Las 

datos experimentales se podrán utilizar para estimar l.a concentración 

media letal (LC50) del compuesto de ensayo, para animales sometidos a 

diferentes periodos de exposición. 

NOTA : En algunos palses los experimentos con animales vivos están 

sujetos a ciertas restricciones leqales. Los investigadares deberân 

cerciorarse de que cuentan con las licencias a permisos necesarios antes 

de etnpezar con los experimentos. 
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4. REACTIVOS 

4. 1 

El aqua necesaria para los ensayos podrá ser aqua de mar natural, 

aqua de mar artificial preparada a partir tie sales tie aqua de mar 

(producto comercial) o aqua tie mar sintética preparada por disolución de 

los compuestos quimicos apropiados an aqua destilada. 

NOTA 	Es ampliamente recomendado utilizar aqua tie mar natural siempre 

que sea posible. Las sales comerciales tie aqua de mar (p.ej. "Instant 

Ocean") son aceptables como segunda opción. El aqua de mar sintética (ver 

seccin 4.1.3) podria ser usada solo si no hay otra alternativa. Los 

investigatiores deberán tomar an cuenta que esta aqua de mar sintética 

puede estar contaminada con metales traza, aun cuando se ut.ilizen 

reactivos de grado analitico. 

4. 1. 1 Aqua tie mar natural 	Es imperativo que sea obtenida tie areas 

no contaminadas y no haya estado an contacto con tuberias o equipos 

metálicos. Dependiendo de su origen as muy probable que el aqua tie mar 

natural requiera ser decantada y/o filtrada antes de su utilizacion. 

4.1.2 Aqua tie mar artificial preparatia a partir tie sales tie aqua 	tie 
mar 	(tiel 	tipo 	que 	se usa para acuarios) 	El aqua tie mar artificial 

tieberá prepararse tie acuerdo con las recomendaciones del protiuctor 	de Ia 
me:cla tie sales tie aqua tie mar (es posible que sea necesaria ajustar La 

salinitiati 	an 	base a 	los 	requerimientos 	del 	ensayo). 	Es 	importante 
preparar 	una cantidad suficiente para cubrir 	las necesidaties tie los 

experimentos. Antes tie l.a utilización 	del 	aqua 	tie 	mar 	artificial 	será 

necesario sameterla a una intensa aireaci6n, por lo menos 48 horas para 

asequrar 	el 	equilibrio de 	los gases tiisueltos con 	Ia atm6s(era 	y 
estabilizar 	el 	valor 	del 	pH entre 8.1 y 8.2. Si tiespues de l.a aireación 

aparecen prcipitados éstos deberán ser 	eliminatios por 	tiecantaci6n a 
filtracian. 	Coma an 	4.1.1, evitar el contacto con tuber las e implementos 

metal icos. 

4.1.3 El aqua de mar sintética podrá prepararse 	tie 	acuertia 	con 	l.a 
siguiente forinulaci6n 

(q) 

NaCL 	 23,926 

Na2504 	 4,008 

K 
C 
 L 	 0,677 

NaHCO 	 0,196 

KBr 	 0,098 

H3B03 	 0,026 

NaF 	 (1,003 

MgCL2.6H20 	10,83 

CaCl2.2H20 	1,52 

SrCL2.2H20 	0,02 

Aqua destilada 	completar a 1000 g 

Disolver 	los campuestos quimicos an aqua tiestilada y an el orden 

intiicatio y completar a 	1000 q. 	Tener 	an cuenta 	que esta 	formulaci6n 

produce aqua de mar 	sintética con una salinidad tie S = 35 0 /oc.  Si as 

necesario preparar aqua tie mar sintética 	tie 	otra 	salinitiad, 	aiustar 	l.a 

cantidad tie aqua destilatia tie acuerdo con 	La misma. 	Los compuestos 

quimicos utilizados an Ia preparacion tie este tipo tie aqua de mar 	dEberán 

ser tie grado analitico. 
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Es importante preparar una cantidad suficiente de aqua de mar 

sintètica de manera tal de cubrir las necesidades de los experimentos 

coo se describe en 4.1.2 el aqua deberá someterse a una intensa 

aireación. Si durante la misma se producen precipitados, éstos deberán 

ser eliminados par decantaci6n a filtracin. Evitar todo contacto entre 

el aqua de mar sintética e implementos metálicos. 

NUTA 	El aqua de mar preparada par el métado anterior es muy costosa. 

NOTA : Muchas especies de organismos no prosperan en aqua de mar 

sintética recient.emente preparada. La ideal es mant.ener el aqua par un 

lapso pralonqado en un acuario con sistema de recirculación, antes de 

utilizarla con propâsitos experimentales. 

4.2 

Los compuestos de ensayo que serán utilizados en los experimentos 

deberán abtenerse en su farina más pura, de prelerencia como reactivos de 

grado analitico. 

4.2.1 Si el compuesto de ensayo se disuelve iácilmente en aqua, la 

disolución "stock" deberá prepararse en agua destilada, 	desionizada. Si 

Ia disoluciân es estable 	se puede preparar una sola disolucian al 

empezar el experimento ; si par el contrario el compuesto no es estable 

en 	disoluci6n 	(p.e. 	su3eto a oxidaci6n u otras transformaciones 

quilnicas) es conveniente preparar 	la disolución 	"stock" 	inmediatamente 

antes de su usa. 

4.2.2 Si el campuesto de ensayo es una sustancia orgánica que no se 

disuelve fácilmente en aqua (p.e.j. ciertos plaguicidas), la disolución 

acusa del campuesto t&xico puede hacerse empezando con su disolución en 

un pequeo valumen de un disalvente apropiado. Debido a su ba.jo nivel de 

toxicidad con organismos marinas se recomiendan acetona, etanol a 

propi len-qi icol. 

En estos casos proceder coma a continuaci6n se detalla. Pesar la 

cantidad necesaria del compuesto de ensayo y disolverlo en una cantidad 

conocida del disolvente seleccionado, agregar esta disoluci6n lentamente 

sabre agua destilada utilizando un agitador magnético para favorecer su 

mezcla. Verificar si hay alqi,n siqno de precipitacin y descartar toda 

disoluciân que produce precipitados. Si par el contrario no hay 

precipitación durante Ia mezcla, cospletar Ia diso1ucin con el volumen 

de aqua adecuado. 

NOTA ; Cuando se utiliza un disolvente orgánico para la preparaci6n de La 
disoluciófl "stock" acuosa, será necesario tener dos controles para el 

ensayo. El primero no deberá contener ni el co.puesta de ensayo iii el 

disolvente orqánica, el Segundo en cambia deberá contener l.a cantidad de 

disolvente equivalente a la concentración más alta del compuesto de 

ensayo. 

4.2.3 La concentración de la disolución "stock" variará de acuerdo 

con las condiciones de los ensayos. En general una concentración de 1000 

ig I_i  (moléculas activas a jones) parece adecuada para los compuestos de 

ensayo solubles en aqua, y una concentracian de 1 a 10 mg 1- 1  l.a es para 
plaguicidas. 
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NOTh 	Cuando el ranqo de concentraciones a ser ensayadas incluye valores 
relativamente alto5 del compuesto de ensayo, el agreqado de la disolución 
'stock' puede aumentar el volumen del liquido en los recipientes de 
ensayc y como consecuencia disminuir de manera significativa la salinidad 
de las disoluciones de ensayo ; en estos cascs será necesaria preparar 
disoluciones "stock" más concentradas. 

4.3 	Reactivos analiticos 

Es 	de 	gran 	importancia 	(ver secciones 7.6 y 7.7) 	que Ia 
concentración del compuesto de ensayo en el liquido de los recipientes de 
ensayc sea determinada periódicamente durante el curso del experimento. 
Si este es el caso será necesario contar con los reactivos analIticos 
adecuados. 

5. EQUIPO 

5.1 	!ciQie_p_1_g 

Los 	recipientes usados en los ensayos deberán ser de tamao 
adecuado (ver sección 7.1) y preleriblemente de vidrio, 	los cuales ban 
sido cuidadosamente lavados con ácidos y enjuagados con aqua de mar antes 
de su utilizacin. Si no se cuenta con recipientes de vidrio se pueden 
emplear recipientes de polietileno, Pvc o fibra de vidrio. Sin embargo, 
debe prestarse especial atencion cuando estos recipientes son nuevos ya 
que pueden liberar sustancias tóxicas en el aqua de ensayo. Por lo tanto 
éstos deberán remojarse con aqua de mar por varias semanas antes de su 
primera utilización. Otro problema que presenta el uso de recipientes de 
plástico es que las paredes pueden absorber el compuesto de ensayo 
durante el experimento y de esta manera disminuir su concentración. La 
lorma de los recipientes no es de importancia siempre que permitan una 
profundidad de aqua suficiente con relación al tamao de los animales y 
que tengan el volumen necesario para acomodar el aqua requerida y dejar 
un espacio libre en Ia parte superior para impedir que los animales 
puedan saltar por encima de los mismos. 

5.2 	gj_jij 

Cada recipiente de ensayo debe estar aireado moderadamente con una 
simple "air stone" conectada a una fuerite de aire libre de contaminantes. 

5.3 	Un cuarto o recinto cerrado con temperatura constante 

5.4 	Papel para gráficos logaritmo-probabilidad. 

5.5 	Papel para gráficos log-log (recomendable pero no esencial) 

5.6 	labia o qenerador de nmeros aleatorios. 

5.7 	Un medidor de pH. 

5.8 	Un salinómetro. 

5.9 	Si 	se 	requiere, un instrumento para Ia determinacián de Ia 
concentracion del compuesto de ensayo en las disoluciones de ensayo. 
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6. ANIMALES UTILIZADOS EN EL ENSAVO 

6.1 	Dependiendo del propsito del experimento se podrá usar cualquier 
especie de pez a macroinvertebrado disponible que pueda ser mantenido en 
el laboratorio par el periodo requerido. Los animales deberán obtenerse 
de areas no contaminadas, a de acuicultivos, y si es posible ser de 
tallas similares. Más aun, en aquellos casas en que se pueda determinar 
la edad y el sexo, los organismos escogidos deberán ser del mismo sexo y 
edad. 

NOTA : Instrucciones detalladas sabre el cuidado y el mantenimiento de 
los orcjanismos más comónmente utilizados en los ensayos se presentan en 
las referencias de Ia seccin 2. 

6.2 	Aclimatacián a las condiciones de laboratoria 

6.2.1 Después de su captura los animales deben translerirse lo más 
pronto posible a los tanques "stock" del laboratorio y mantenerse baja 
observación par un periodo minima de 14 dIas. 

6.2.2 Durante este periado los animales pueden ser pradualmente 
aclimatados a la temperatura del ensayo, siempre que los cambios de 
temperatura no excedan 10  C por dia. 

NOTA 	Algunas especies son particularmente sensibles a los cambios de 
teinperatura y par 	lo tanto requieren un periodo de aclimatación más 
pr olongado. 

6.2.3 La mayoria de los animales podrán ser 	inantenidos en 	farina 
satislactoria 	bajo 	condiciones 	de 	iluminaci6n 	continua 	de baja 
intensidad. Par consiguiente será conveniente evitar alteraciones en las 
condiciones de 	iluminaci6n p.ej. 	rápidos cambios de intensidad. Si es 
posible es preferible emplear un regimen de fotoperiodo p.ej. 14 horas 
do luz y 10 horas de oscuridad (el fotoperIodo deberá corresponder al del 
ambiente natural de donde provienen los animales). Durante el periodo que 
corresponde a oscuridad, será más util mantener un bajo nivel de 
iluminación en lugar do oscuridad total ; do esta manera so facilitarán 
las observaciones. 

NOTA 	Algunas especies son sensibles a los niveles do iluminaci6n y a la 
variaciàn de los mismas. A veces el Iracaso en el mantenimiento de 
organismos baja condiciones do laboratorio se debe a quo el regimen do 
ilutninación no es el adecuado. 

6.2.4 Durante el periodo de acliinatacióri do 	los arganismos 	éstos 
deben ser observados cuidadosamente y ser alimentados con una dieta 
adecuada. 

6.2.5 Si al final del per iodo do observaci6n más del 	20 7. do 	las 
organisinos han muerto, muestran signos de enlermedad a parecen 
moribundos, todos los organismos cciectados deberán descartarse y ser 
reemplazados con un nuevo grupo. 

6.3 

Si se juga quo los animales colectados son aceptables para el 
ensayo, descartar todos aquellos que están moribundos. que no se 
alimentan normalmente o quo muestran signos do enfermedad o cualquier 
atra anomalia. 
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,. 4 

Las anicnales seleccianados para 	el 	ensayo 	no 	deberán 	ser 

aiLmentadas par un periado de 48 horas antes de la iniciación del ensayo. 

6.5 

A 	una 	muestra 	representativa 	(minima 	30) de los animales 

seieccionados para el ensayo se les determina el peso y la talla, 

presentando los resultados coma los valores medios ± la desviación 

estndar-, indicanda el nümera (n) de animales medidos. 

7. CONDICIONES EXPERIP1ENTALES 

7. 1 	Vo1urnendeladisa1uci6ndeensao 

Cada recipiente utilizado en los experimentos deberá contener como 

minIma 1 litro de disalución de ensayo par gramo de tejido animal. Es 

prefer ible que el volumen de la disolucin de ensayo corresponda a 2 o 3 

litros par grama de tejida animal. Deberán evitarse volóinenes menores de 

I litro por grama de te3ido. 

7.2 	Terneratura 

La temperatura eleqida para el ensayc depende del propâsito del 

experimento entre otros lactores. En todo caso ésta no deberá variar más 

de + 10 C durante el ensayo ; sin embargo variaciones de hasta ± 20 C son 

aceptables a temperaturas de 15 0  C y aun mayores. 

7.3 	Salinidad 

La salinidad de las disoluciones de ensayo deberán ser ajustadas a 

las condicianes locales simuladas en el ensayo y/o a los prapositos del 

experimento. Narmalmente la Iluctuación de Ia salinidad en el ensayo no 

deberá variar más de ± 1 /oo de los niveles seleccionados. 

7.4 	pH 

El aqua de mar es narmalmente un buen sistema tampon y su pH no 

cleberá variar durante el ensayo. El pH de las disoluciones de ensayc debe 

estar entre 8.1 y 8.2 con variaciones no mayores de ± 0,05 durante el 

en sayo. 

7.5 	Pi_g1_yQ 

Los experimentos deberán durar coma minima 96 horas, experimentos 

de menor duraci6n carecen de valor. 

NOTA 	Los experimentos deberán extenderse tanto como sea posible, hasta 

que haya cesado Ia mortalidad de los organismos o hasta establecer el 

umbral letal de toxicidad p.ej. hasta que la curva de toxicidad se hace 

asint6tica a Ia ordenada del tiempo). 

7.6 

La renovación de las disoluciones de ensayo deberá llevarse a cabo 

par 	lo menos una vez cada 24 horas. Para las compuestos de ensayo de 

canacida 	inestabilidad quImica a biológica se recomienda 	hacer 	la 

renovaci6n de las disalucianes 	cada 24 horas. La no renavaci6n 

de las disoluciones invalida el experimento. 
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La me3or Iorma de hacer La renovaciàn de las disoluciones es tener 

preparado un duplicado del nümero de recipientes usados en el ensayo a 

los cuales se pueden translerir los animales. De esta manera Los 

recipientes oriqinales podrán ser vaciados, lavados y ilenados 

nuevamente. El compuesto de ensayo deberã ser agregado inmediatamente 

antes de Ia transferencia de los animales a los nuevos recipientes. 

Si no se cuenta con duplicados de los recipientes de ensayo, se 

sifonea lentainente la disoluci6n a renovar y se reemplaza con 	la 

disolucin recién preparada. 	Durante este proceso tratar de pertubar lo 

menos posible a los animales y evitar cambios bruscos de temperatura. 

7.7 

La concentración del compuesto de 

liquido de cada uno de los recipient 

de un mètodo analitico adecuado. 

concentracin del compuesto de ensayo 

empezar el experimento e inmediatamente 

de las disoluciones de ensayo. 

ensayo deberA determinarse en el 

s de ensayo mediante Ia utilización 

Hacer determinaciones de la 

en el liquido de cada recipiente al 

antes y después de Ia renovación 

B. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

8.1 	ci_I_ Q 
8.1. 1 Colocar 	los recipierites de ensayo en un cuarto o rec into con 

temperatura constante. Lienar cada recipiente con la cantidad requerida 

de agua de mar (ver sección 7.1) y numerar cada recipiente. 

8.1.2 Instalar el sistema de aireacion de manera tal que cada 

recipient.e reciba una aireaci6n constante y moderada. 

8.1.3 Verilicar 	que 	la salinidad, 	el pH y 	la temperatura se 

encuentren 	dentro de 	los 	lIinites establecidos. (ver secciones 7.2 7.3, 

7.4). 

8.1.4 Aleatoriamente asignar los animales a cada uno de 	los 

recipientes de ensayo hasta que cada uno de ellos contenga el nimero 

requerido de animales (generalmente 10). Esto se puede hacer como se 

describe a continuacin 

Supongamos 	que 	hay 	8 recipientes prearados para el ensayo 

numerados del 	1 al S. Usando una tabla 0 Ufl generador de nmeros 

aleatorios, 	seleccionar 	un n,mero entre 	1 y 8 inclusive y colocar un 

animal del tanque Hstockh  en el recipiente que corresponde al nCimero 

seleccionado. Repetir esta operación hasta que cada recipiente contenga 

10 animales. Cuando un recipiente contiene ya los 10 animales, obviamerite 

no se agregan más animales aun si el nmero del citado recipiente es 

selecc ionado. 

8.1.5 Asignar la concentracián del compuesto de ensayo que tendrá 

cada recipiente y rotuLarlos. 
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8.1.6 Agregar la cantidad requerida de la disoluci&n "stack del 

compuesto de ensayo a cada uno de los recipientes de maner'a tal de 

obtener la concentración final deseada. 

NOTA : La disolución IstockH del comuesto de ensayo deberá ser agreqada 

lentamente y mezclando cuida.dosamente de manera tal de evitar todo 

contacto directo entre el compuesto de ensayc y los. anima1es. Einpezar 

esta operación con la coricentracián más baja del compuesta de ensayo. 

8.1.7 Anotar la fecha y hora de inicio del ensayo. 

8.1.8 Verificar nuevamente la salinidad y ci pH del aqua de mar en 

cada uno de los recipintes para asegurarse que el agregado de la 

disoluciQn del compuecto de ensayo no ha alterado los valores iniciales. 

8.1.9 lamar suestras de aqua de cada recipiente (incluyendo el 

control) para el análisis de la concentración del compuesto de ensayo. 

8.2 

NOTA IMPORTANTE : Todas las operaciones de la. secciôn 8.2 deberán 

repetirse todos los dias mientras dure el ensayo, inclusive las fines de 

semana y los dIas feriados. El no hacerlo invalida el experiment.o. 

8.2.1 Par 	Ia menos una vez par dia verificar que Ia, tesperatura,, ii 

salinidad y el pH del aqua de cada recipient.e se encuentran dentra de los 

limites establecidos. 

8.2.2 Si se requiere, tomar muestras de aqua de cada recipiente 

para el análisis de la concentración del compt.ie -s.to  de ensaya arvtes y 

despuds de cada renovación de las disoluciones de ensayo. 

8.2.3 Si se requiere, 	alimentar a los animales con ana ra.ción 

mInima de alimento una hora antes de la renovaci6n de las disaluciones de 

ensayo. 

8.2.4 Renovar las disoluciones de ensayc par lo menos una vez par 

dia coma se describe en la secci6n 7.6. 

NOTA 	En algunos casas (ver secciones 7.6 y 7.7) las disalucianes de 

ensayo se deberán renovar con más frecuencia. 

8.2.5 	Asegurarse 	que los animales muertos y todo exceso de 

alimentos, materia fecal y otros detritos son 	eliminados 	de 	los 
rec ipientes. 

8.2.6 Verilicar 	que el suministro de aire en cada recipiente es el 

adecuado y funciona correctamente. 

8. 3 

8.3.1 Registrar todos los valores medidos de temperatura, 	salinidad 

y pH para cada recipiente en cada ocasi6n que se hace su medici6n. 
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8.3.2 	Registrar 	todas 	las ocasiones en 	las cuales se of rece 

alimento a los animales. 

8.3.3 Registrar los valores de 	Ia concentr'aci6n del 	compuesto de 

ensayo en cada recipiente cada vez que me hace mu análisis. 

8.3.4 Las observaciones de 	la mortalidad de los aniniales deberán 

realiza.rse por lo menus a los siguientes 	intervalos 	(en 	horas) 	0.25, 
0.5, 	0.75, 	1, 	2, 	4, 	8, 14 + 2, 24, 33 + 3, 48. Después de las 48 horas 

las observaciones me podrn hacer 	cada 24 horas y cuando sea 

posible con ms frecuencia. 

NOTf 	Para los propositos de este ensayo, la muerte de un animal me 

define como la cemación permanente de todo movimiento espontneo y Ia 

falta de respuesta a un suave estimulo mecánico, p.e.j. tocar al animal 

con una varilla de vidrio. Se requiere tener un cuidado particular 	con 

ciertas especies, 	p.ej. 	algunos moluscos, 	en 	los cuales la muerte em 

dilicil de determinar. En todos las casos 	ml 	criterio para definir 	La 

muerte de los organismos deber6 ser claramente establecido. 

NOTA 	En algunos casos em posible que los animales muertos sirvan de 

alimento a los que sobreviven. Por lo tanto para determinar 	La mortalidad 

5erA necesario contar 	los organismos vivos y sustraerios del numero 

inicial. 

8.3.5 Registrar la formaci6n de precipitados cuando ésta se produce 

en los recipientes de ensayo. 

NOTA : Muchas sustancias solubles en aqua tienden a precipitar en aqua de 

mar a lam concentraciones utilizadas en los experimentos de toxicidad. 	La 

Iormación de precipitados no necesariamente 	invalida ml 	ensayo, pero 

deben registrarse pues pueden tener 	un valor 	significativo 	en 	l.a 

intmrpretación de los resultados del ensayo. 

8.3.6 Si 	en cualquier 	momento La inortalidad de los animales en ml 

recipiente de control excede ml 10 7., 	ml 	experimento deberá darse por 

terminado. 

9. ANALISIS DE LOS DATOS 

9.1 	Tabulaci6n de los datos de nortaiidad 

Construir 	una tabla con los datos del porcentaje aditivo de 

mortalidad para cada ensayo a los distintos tiempos de observación, 	como 

en ml ejemplo de La labia 1. 
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9.2 

NOTA 	El valor de LT50 solo puede ser calculado si más de La mitad de 

los animales expuestos a una determirtada concentraciân del compuesto de 

ensayo han muerta. Si la mitad o menos de la mitad de los animales, en un 

determinado r'ecipiente, han muerto, los datos del citado ensayo deberán 

ser descartados. 

9.2.1 Para cada recipiente de ensayo, en el cual más de la mitad de 

los animales han muerto, 	trazar un gráuico del porcentaje aditivo de 

martalidad 	( escala de probabilidad) 	en 	1uncin del tiempo t.ranscurrido 

(escala logaritmica) como se muestra en 	Ia Fig. 	1, 	usando papel para 

gráficos logaritmo-probabi lidad. 

El e.jemplo de La figura 	1 incluye algunos rasgos que comunmente 

causan confusion entre las investigadores con poca experiencia. Notar en 

el citado ejemplo que del numero de animales expuestos a 20 mg i_I  del 
compuesto de ensayo, el 10 7. (uno de una muestra de 10) ha muerto despues 

de 4 horas y el 30 7. (tres de una muestra de 10) después de 8 horas (ver 

labia 1). Estos son los datos que Se lievan al gráfica, sin embargo, si 

el numero de animales que mueren entre dos observaciones excede el 20 7. 

de la muestra el ensayo deberá invalidarse y repetirse con observaciones 

más frecuentes. 

Notar en la labia 1 que después de 36 horas el 60 7. de los animales 

expuestos a 20 mg 1- 1  del compuesto de ensayo han muerto y que a las 48 

horas no se registra mortalidad adicional. En estas casos se lieva al 

gráfico el data de 60 7. de mortalidad (corregido a 55 7. como se describe 
más adelante) para 36 horas, omitiendo el data correspondiente a la 

observacion de las 48 horas. Lo ideal es contar con puntos para cada 

animal de la muestra. 

Finaimente, 	advertir que en el ajuste de la linea deberã prestarse 

especial atencion a los puntos comprendidos entre 20 7. y 80 7. de 

mortalidad. Los puntos que representan valores de mortalidad <20 7. y 40 

7. Irecuentemente se desvian de la linea. 

Los valores para L116, LT50 y LT84 (ver 9.2.3) 	se muestran en la 

Fig. 1. 

NOTA 	Una muestra del papel para graficos logaritmo-probabilidad se 

incluye en este manual. 

Cuando se marcan los puntos de los datos obtenidos sabre Ia escala 

de probabilidad en el grálico, los valores correspondientes a cero y 100 

V. de mortalidad deberán omitirse. En este proceso emplear uno de los 
siguientes métodas 

(a) 	Marcar en el gráfico los puntos correspondiente a los valores 

de los porcenta3es aditivas de mortalidad observados durante el ensayo 

omitiendo el valor de 100 X. 
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labia 1: 	Un e3emplo de los datos de un ensayo de toxicidad. 
En la tabla se muestran los porcenta.es aditivos de 

mortalidad para cada una de las concentraciones del 

compuesto de ensayo durante el desarrollo del 

exper imento. 

Intervalo de tiempo desde 

Concentraci6n del compuesto de ensayo 
el inicio del ensayo 	 mq 1- 1  

(horas) 	 1 	2 	5 	10 	20 	50 	Control 

1 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 10 0 

4 0 0 0 0 10 20 0 

8 0 0 0 0 30 40 0 

16 0 C) 0 10 40 60 0 

24 0 0 10 20 50 70 0 

3 0 0 20 30 60 80 C) 

48 0 10 30 40 60 90 0 

72 0 20 40 50 70 100 0 

96 10 30 50 60 80 100 0 

120 20 40 60 80 90 100 0 

144 40 60 80 100 100 100 0 

168 50 70 100 100 100 100 
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FIGURA 	1 	Representacian qráfica hipotética del porcenta.je aditivo de 
inortalidad (escala de probabilidad) 	en 	función del 	tiempo transcurrido 
(escala loqaritmica). En este ejemplo se utilizan los datos de la labia 1 
para la concentracian de 20 tg i-' del compuesto de ensayo y de acuerdo 
can el método descrito en el párralo 92.1 (b). 
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(b) Reducir de cada porcentaje aditivo de mortalidad la mitad del 

valor que co-r-responde a cada animal y marcar en el grá(ico el valor 
carregido. De esta m&nera Si hay 10 animales en cada recipiente de 

ensayo, cada animal represrenta el 10 7. de la muestra. El valor corregido 
se obtiene sustrayendo el 5 7. de cada valor observado. De esta lorma se 
registran en el gáfico los valores de 5 7., 15 7., 25 7. en lugar de 10 
20 7. y 30 7.. El valor de 100 7. de esta manera se reduce a 95 7.. 

NOTA 	Aunque la dilerencia entre los dos métodos es en la práctica 

pequea, el método (b) es estadisticamente correcto y provee una 

estimación más exacta del valor verdadero de la media. Si se incrementa 

e-1 tamao de Ia muestra la maq.nitud de la corrección decrece. Por 

ejemplo f  si el tamao de la muestra es de 20 animales la correccián es 

solo del 2.5 7. en lugar del 5 7.. Es-te to -do permite además registrar en 
el gráfico todos los puntos producto dcl ensayo. 

9.2.2 Ajustar, 	a ojo, 	Ia linea entre los puntos marcados en el 

gráfico poniendo particular atencián en aquellos de la sección media del 

grâl ico. 

NOTA t Los puntos que representan valores muy bajos (<20 7.) a muy altos 

0807.) de mortalidad frecuentemente muesrkran las mayores desviaciones de 

la linea ajustada. 

9.2.3 	Determinar 	a partir de la llnea ajustada los valores 

correspondientes para LT16, LT50 y L184 (ver Fig.1). 

NOTA : En los casos donde no todos Los animales han muerto durante el 

ensayo Ia linca dc-I qrálico puede e,.trapolarse para obtener el valor de 

LI 84. 

9.2.4 Calcular el valor deS, pendieitte de la función, de acuerdo 

can Ia siguiente expresin 

+ LI? 
LTI& 	LT5O 

S - 

2 

9.2.5 Cuan&o no todos los animaies de un ensayo han muerto omitir 

este paso y proceder como se indira en 9.2.8. 

Si todos los animales en ci recipiente de ensayo han muerto, 
calcular 

1 = 
 S 1,96/ v 

Una formula equivalente es, 

	

( 	1,96 log S 

antilog I- ------ 
fi- 

NOTA 	Estas formulas son matemáticamente equivalentes. 
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.2,6 Caicular 	ci 	95 	7. de 	los 	limites 	de confianza superior e 
inferior. 

Limite tie confianza superior = LT50 > I 
Limite de confianza inferior = LIZO / 

9.2.7 Repetir este proceso para cada uno de 	los ensayos doncie han 
muerto mas de Ia mitad de los animales. 

9.2.8 Cuando no t.odos los animales han muerto es necesario calcular 
ci valor de 'N' ; el valor de "N' se encuentra entre ci numero de 
animales usados er ci ensavo N) v ci numero de animales que han muerto 
durante ci ensayo. El valor de "N" se determina usando el riomograma de La 
Fig. 2. 

Trazar una linea recta entre el numero N de animales empleados en 
el ensavo y el parcentaje (x de animales que han muerto en ci inismo. 
Determinar el valor de "N" donde la recta intercepta Ia escala "N". 

Calcular 	I 	usando La formula de la secciOn 9.2.5 sustituyendc N par 
"N" y proceder coma se indica er 9.2.6 y 9.2.7. 

NO1A 	No tiene importancia que "N" no sea un ninero entero 

9.3 	Trazado de La curva de toxicidad 

9.3.1 Tabular los valores de LT50 con sus ilmites de confianza. 

9.3.2 Representar graficamente los valores de LT50 con SUS limites 
tie conlianza en funciOn de Ia concentraciOn del compuesto tie ensavo en 
un papel para gráficos log-log coma se muestra en la Fig. 3. 

NOTA 	Esto se puede hacer fácilmente empieando papel para gráficos 
log-log. 	Si no se cuenta con este tipo de papel se puede usar papel para 
gráficos con escalas aritméticas, determinando previamente los logaritmos 
de los datos obtenidos. Not.ar que la transformaci6n a logaritmos de ambas 
series de datos no altera la lorma tie la curva de toxicidad. Si ci rango 
de concentraciones del compuesto de ensayo ensayado no es amplio, es a 
veces posibie trazar la curva de toxicidad en papel para grFicos con 
escalas ar itméticas. 

9.3.3 Ajustar, 	a ojo, 	la lmnea sobre los puntos marcados en ci 
gráfico (Fig. 3). 

En este ejemplo 	la concentraci6n critica 	(umbral) 	letal 	dcl 
compuesto de ensayo es evidente, p.e;. la curva se hace asintotica a la 
ordenada del tiempo. Sin embargo, esto no ocurre en todos los casos 
particularinentc cuando ci ensayo es de carLa duración. Es conveniente 
tambin indicar que si bien las curvas de toxicidad tienen Ia farina que 
se muestra en ia Fig. 3 en inuchos casos los datos pueden ajustarse a una 
lInea recta, especialmente cuando ci rango de concentraciones del 
cainpuesto de ensayo no es amplio. 
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9.4 	çj _e 	 media letal) 

NOTA : Los valores de la concentración media letal 	(LC50) no tienen 
significado alguno a menos que se indique el tiempo de exposici6n (p.ej. 

LC50 para 96 horas). 

9.4.1 Seleccionar el tiempo de exposición para el cual se desea 

obtener el valor de LC50. En el presente ejemplo se supone que el tiempo 
escogido es 96 horas. 

9.4.2 Obtener los datos necesarios de la tabla de resultados 	(ver 
labIa 	1). 	En e5te caEo 5era prei5o cunocr lub purcentd.jes de mortalidad 
después de las 96 horas en cada uno de los recipientes de ensayc. 

9.4.3 	Empleando 	papel 	para 	gráficos 	logaritmo-probabilidad 

representar gráficarnente el porcentae de mortalidad (escala de 

probabilidad) en función de la concentraci6n del compuesto de ensayo 

(escala logaritmica) como se muestra en la Fig. 4. Omitir los datos 

correspondientes a cero y 100 7. de mortalidad. 

NOTA : Los valores de LC50 no podrán sec calculados par este método a 

menos que se incluya en el mismo por lo menos un Punta que exceda el 50 h 

de mortalidad y otro por deba.jo de este valor. 

9.4.4 Ajustar, a ojo, la 	linea sabre 	los puntos marcados en el 
grfico y determinar 	la bondad de ajuste de la misma de acuerdo con el 
procedimiento descrito en 9.5. 

NOTA 	En muchos casos solo se lievan al gráfico un reducido nwmero de 

Punta. 	Si son menos de cuatro el valor para LC50 no podrá sec calculado 

con e<actitud y el investigador deberg considerar la repetici6n del 

ensayo utilizando concentraciones del compuesto de ensayo más cercanas. 

Teniendo en cuenta que en general el nmero de puntos lievados al qráfico 

no es el m.s adecuado es imperativo que la bondad de a.juste de la curva 

(linea) se determine par el procedimiento descrito en 9.5. Si Ia hnea no 

presenta un buen ajuste serA necesaria probar otras hasta obtener una con 
buen ajuste. 

9.4.5 Si la linea presenta un buen 	ajuste, 	determinar 	los valores 
para LC16, LC50 y LC84 del grêfico (Fig. 4). 

Calcular 	el 	valor 	de 9, 	pendiente de 	la 	funcian, 	de acuerdo con la 
siguiente formula: 

Lc 	+ 
LC5O 	LC16 

S - _________________ 

9.4.6 Determinar el valor de N 1  que se define coma el 	nucnero de 

animales ensayados a las concentraciones del compuesto de ensayo cuyos 

efectos p revistos se encuentran entre el 16 7. y el 84 7. de mortalidad. 
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FIGURA 3 	E.jemplo de una curva de toxicidad. 	Representacion grálica de 

la media del tiempo de supervivencia, can el 95 ) de sus limites de 

confianza, en funcin de la concentración del compuesto de ensayo. Notar 

que el grálico ha sido trazado sabre coordenadas con escalas logaritmicas. 
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FIGURA 4 	Estimación de los valores de LC50 para 96 horas como se 

describe en 9.4 y 9.. En este ejecplo Los datos de Ia Tabla I han sido 
ilevados al grAfico par el sétodo indicado. Note que los valores para 

cero y 100 X de sortalidad no ban sido incluidos. Los vaicres para LCI6, 

LC50 y LC84 se obtienen de la linea coao lo muestra ci diara.a. Para 

probar la bondad de a.juste de la imnea (ver 9.5) es necesaric conocer ins 

valores de Ia mortalidad ebservada y los de Ia sartalidad prevista para 

cada una de las concentraciones dcl coipuesto de ensayo consideradas en 

el grfico. La mortalidad observada son los puntos que se carcan en ci 

grálico aientras que la mortalidad ptqyi sta se determina de la linea del 
qráfico como Sc indica en ci mismo. 
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NOTA : 	En 	la Fig. 4 hay cinco puntos marcados en el gráfico. De ellos La 
mort.alidad revista para la concentración de 1 mg 	1 1  del 	compuesto de 
ensayo es menor del 16 X. Por lo tanto las mortalidades previstas para 
las otras cuatro coricentraciones del compuesto de ensayo se encuentran 
entre el 16 1 y el 84 X. Como se utilizaron 10 animales en cada ensayo a 
cada una de las concentraciones ensayadas, N = 10 x 4 = 40. 

9.4.7 Calcular 1, donde 

/ 	2,77 log S 	2,77/J 
- anti log -------------I =  S 

9.4.8 Calcular el 95 1 de los 	limites de confianza superior 	e 
inferior para LC50. 	El valor de LC50 se obtiene de la curva (ver Fig. 4) 
considerando que ésta tiene buen ajuste (ver 9.5). 

Limite de confianza superior = LC50 x I 
Limite de confianza inferior = LC50 / I 

9.5 	_ _ t_1_!mnederobabi1idad 

NOTA 	En algunos casos la lInea de probabilidad no puede obtenerse con 
buen ajuste. 	Si después de haber seguido el procedimiento descrito 
ant.eriormente no se obtiene una linea con un buen ajuste, el valor de 
LC50 no podrá determinarse par éste método. En tales casos es conveniente 
utilizar otros métodos de análisis a considerar Ia modificacion del 
proceso experimental. 

9.5.1 Tabular los valores de mortalidad observados y previstos para 
cada punto de la representaci6n grálica (ver Tabla 2), 

9.5.2 Usando el nomograma de la Fig. 5 determinar la contribución a 
Ji 2  de cada uno de los puntos marcados en el grafico (ver Tabla 2). 

9.5.3 Determinar 	Ia suma total de las contribuciones a Ji 2  y 
multiplicar éste valor par el nómero de animales ensayados a cada una de 
las concentraciones del compuesto de ensayo q  p.ej. 5i se utilizaron 10 
animales para cada concentración ensayada multiplicar el valor total de 
Ji 2  por IC) (ver Tabla 2). 

NOTA 	Aunque el nmero de animales usados a cada concentración es en 
general el mismo 	a veces este no es el caso. Par lo tanto en tales 
circunstancias será necesario calcular Ia siguiente relación 

Nómero total de animales ensayados 
Nmero total de concentraciones ensayadas 

y multiplicar 	el 	valor 	de Ji 2  por 	el 	resultado obtenido. 	En estos 
cálculos no deben incluirse los animales del ensayo decontrol. 



9.5.4 Determinar 	el 	nmero de grados de libertad 	éste valor se 

obtiene de N-2, siendo N el nt,mero de concentraciones ensayadas. 	No se 

deben 	incluir en este cálculo los controles o aquellas concentracianes a 

las cuale5 no ocurrió martalidad, 

9.5.5 Utilizando là labia 3 determinar 	el 	valor 	de Ji 2  para el 

nUmero apropiado de orados de libertad. 

9.5.6 Si 	el 	valor de Ji 2  de là linea es ival a mayor que el valor 

apropiado de là labia 3, 	la 	linea no tiene buen ajuste. 	Si par el 

contrario el valor es menor, là linea presenta un buen ajuste. No 

abstante esto deberá repetirse todo el procedimiento y probar otras 

lineas t.ra:adas sobre el misino grá(ico hasta obtener là lmnea que tiene 

el valor mnimo de Ji. 

N0T : En algunos casos no se podrá lograr una linea con buen ajuste, par 

lo tanto no será posible calcular el valor de LCSO par este método. 

10. INFORME DEL ENSAVO 

10.1 Condiciones Nsicas 

Inlormar sobre los s guientes datos 

10,1.1 tamao y material de los recipientes usados en el ensayo. 

10.1.2 Sitio y condiciones de iluminación donde se llevá a cabo el 

exper imento. 

10.1.3 Origen, temperatura, salinidad y pH del aqua de mar usada 

para hacer las disoluciones. Inlormar sabre los valores medios, ranqo, 

desviación estándar y el nmero de determinaciones realizadas. 

10.1.4 Frecuencia de là renovacin de 	las disaluciones durante el 

ensayo. 

10.1.5 Si 	se realizan determinaciones de là concentraci6n del 

campuesto de ensayo en los distintos recipientes, inlorinar sobre valores 

medios, rango, de5viaci6n estándar y numero de determinaciones realizadas 

para cada recipiente utilizado en el ensayo. 

10.2 

Informar los siguientes datos 

10.2.1 Origen de los organismos seleccianados. 

10.2.2 Nombre cientIfico completo. 

10.2.3 	Talla y peso 	(media, desviación estándar y námero de 

especimenes medidos), si es posible edad y sexo de los organismos. 

10.2.4 Pracedimiento de aclimataci6n. 
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Tabla 2 	Datos requeridos para det.erminar la bondad de ajuste de 

la 	linea 	de 	la Fiq.4. 

Contaminante NO de animales Mortalidad Mortalidad Contribui6n 

ensayados observada prevista 

mq 	i_i a 	3j 2  

1 10 10 12 0,004 

2 10 30 24 0,02 

5 10 50 45 0,01 

10 10 60 64 0,007 

20 10 80 79 0,001 

50 10 100 - - 

	

Valor total de Ji 2  = 	0,042 

Como el numero de animales ensayados a cada concentraci6n del 

compuesto de ensayo es igual a 10 el valor de Ji 2  es 0.042 x 	10 = 0,42. 

El nómero de concentraciones ensayadas 	(ver labia 	1) 	es igual a 6 

excluyendo el control, por lo tanto el nómero de grados de libertad es 

(6-2) 	= 4 	(ver 9.5.4). (isando Ia labia 3 se puede constatar que el valor 

critico para Ji 2  con cuatro grados de libertad es 9,49. 	Dado que 

0,42<9,49, se considera que la 1nea de la Fig. 4 tiene un buen ajuste. 
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EFECTO PREVISTO 

DIFERENCIA ENTRE EL 7. 
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FIGURA 5 	nomograma para Ia determinacián de Ji 2 	(ver 9.5.2). 	Para el 

usa de este nomograma trazar una linea recta (o utilizar una regla) que 

conecta el % del efecto previsto (sabre el eje de La izquierda) y el 

valor de La diferencia entre los parcentajes observados y previstos (eje 

central). Continuar can el trazado de Ia lInea hasta intersectar el ee 

de J1 2  a 	la derecha del diagrama. 	El valor de Ji 2  se determina en la 
ntersecc in. 

En el ejemplo del diagrama Ia mortalidad gLevista es del 30 7. y 	la 

martalidad observada es 257., par consiguiente el valor de Ji 2  es 0.012. 
Recordar que el 	valor 	de 3i 2  deberá multiplicarse par 	el 	nómero de 

animales ensayados a cada concentracián (ver 9.5.3) y que deberá ser 

sumado a los otros valores de Ji 2  calculados de manera similar para los 
otros puntos de la representacion grafica. 
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labia 3: Valores de Ji 2  para p = 0.05. Si los valores calculados 
para Ji 2  par el métada descrito en là sección 9.5, son 
menores que los indicados en esta tabla, para el nómero 
apropiado de grados de libertad, el ajuste de là linea es 
buena y par 10 tarito el valor de LC50 y el 95 % de sus 

limites de confianza puede calcularse coma se indica en 
la sección 9.4. 

Grados de libertad 	 Ji 2  

1 3,84 

2 5,99 

3 7,82 

4 9,49 

5 11,1 

6 12,6 

7 14,1 

8 15,5 

9 16,9 

10 18,3 
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10.2.5 	Réqimen 	de 	alimeatacion empleado antes y durarte el 

e x p e r i m en t o. 

10.3 Resultados 

Informar sobre los siguientes datos 

10.3.1 Media de los tiempos de supervivercia, 	limitas de confianza 

y Iunción de la pendiente para cada qrupo de animales (ver 9.2). 

10.3.2 Curvas de toxiciad (ver 9.3). 

10.3.3 Valores de LC50 	funcin de las pendientes y 95 X de los 

limites de confiaaza (ver 9.4). 

10.3.4 Cualquier otra informacian pertinente. 

NOTA 	En la mayoria de los experimentos, se determina el tiempo medio de 

supervivencia a La concentraci6n letal media. 	De tadas maneras ambos 

valores se pueden estimar de los mismos datos experimentales y es 

aceptable utilizar ambos métodos de análisis. 
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