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PREFACIO

El programa de Mares Regionales fue iniciado por el PNUMA en 1974.
Desde entances el Consejo de Gobierno del PNUMA ha apoyado reiteradamente
un tratamiento regional al control de la contaminacien marina y la
administracion de los recursos marinos y casteras y ha fomentado el
desarrolio de planes de accion regionales. EI Programa de Mares
Regionales incluye al mwmomento presente diez regiones y participan en él
alrededor de 120 Estados costeros. (1), (2).

Uno de los componentes bésicos de los planes de accion patrocinadas
por el PNUMA en el é&mbito del Programa de Mares Regionales es la
evaluacion del estado en que se encuentra el ambiente wmarino y de sus
recursos, de las fuentes y la dispersion de la contaminacion, y del
impacto de ésta sobre la salud humana, los ecosistemas marinos y los
sitios recreativos. Para poder apoyar a quienes estan participando en
esta actividad y asequrar que los datos obtenidos a través de la
evaluacion puedan ser comparados a nivel wmundial y contribuir asi al
Sistema Global de Monitoreo Ambiental (BGEMS) del PNUMA, se estdn
desarrollando un conjunto de métodos de referencia y lineamientos para
los estudios de contaminacién marina, los cuales se recomienda sean
adoptados por 1los Gobiernos participantes en el Programa de Mares
Regionales.

Los métodos y lineamientos son preparados en cooperacion con los
organismos especializados del sistema de las Naciones Unidas asi como can
otras organizaciones vy son probados por un nimero de expertos competentes
en el campo que corresponde a los métodos descritos.

En la descripcion de los métodos y lineamientos se sigue tan
estrictamente como sea posible el estilo usado por la Organizacian
Internacional para la Estandarizacion (IS50).

Los métodos y lineamientos publicados en las series de Métodos de
Referencia para Estudios de Contaminacion Marina del PNUMA, no se
consideran versiones finales. Esta planeada su revision perisedica tomando
en cuenta el desarrollo de nuestra comprensisen de los problemas, de la
instrumentacian analitica y de las necesidades actuales de los usuarios.
Para facilitar estas revisiones se invita a los wusuarios a enviar sus
comentarios y sugerencias a:

l.aboratorio del Medio Ambiente Marino
Laboratorio Internacional de Radiactividad Marina
Drganismo Internacional de Energia Atcemica
2. av. Prince Héréditaire Albert
MC 98000 MONACO

el cual es responsable de 1la coordinacion técnica para el desarrollo,
prueba e intercalibraciaen de los Mélodos de Referencia.
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(1) UNEP: Achievements and planned development of UNEP's
Regional Seas Programme and comsparable programmes
sponsored by other bodies. UNEP Regional Seas Report
and Studies. N2 1 UNEP, 19B2.

(2) P.HULM: A Strategy for the Seas. The Regional Seas Programme
Past and Future UNEP, 1983.

Esta edicion de 1los Métodos de Referencia para Estudios de
Contaminacion Marina NO 44 fue preparada en cooperacian con la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacian y 1la Agricultura
{FAD) vy el Organismo Internacional de Energia Atomica (DIEA). Incluye los
comentarios enviados por cientificos que revisaron el método y las
modificaciones propuestas que se senalan en el anexo IV del reporte de 1la
reunian de consulta de FAO/PNUMA sobre 1la toxicidad de sustancias
seleccionadas en organismos marinos, realizada en Villefranche-sur-mer,
Francia, del 10 al 24 de octubre de 1988, dentro del marco del programa
MED POL-Fase Il. Expresamos nuestro reconocimiento por la ayuda de todos
aquellos que contribuyeron a la preparacion de este método de referencia.
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1. ALCANCE Y CAMPO DE APLICACION

Este métodoa de referencia describe las técnicas utilizadas para
determinar la toxicidad de compuestos contaminantes sobre el f{itoplancton
y el zooplanctan marino. Se dan los procedimientos para estimar la media
de la concentracion efectiva del contaminante (EC50) y el "minimum
algistatic concentration" (MAC-35) para el fitoplancton. Para el
zooplancton se describe el procedimiento para estimar la media de la
concentraciaon letal del contaminante.

2. REFERENCIAS

REISH,D.J. and OSHIDA, P.S. (1986)
Manual of Methods in Aquatic Environment Research. Part 10.
Short-term static bioassays. Fao Fish. Tech. Pap. (N9, 247) &2

Pp.

UNEP/FAD/IREA (19B64)
Estimation of the acute 1lethal toxicity of pollutants to
marine fish and invertebrates : Determination aof the survival
time-concentration relationship (toxicity curve) and the
estimation of median lethal concentrations. Reference Methods
for Marine Pollution Studies N9, 43, UNEP.

WARD, 6.5. % PARRISH, P.R. (1982)
Manual of Methods in Aquatic Environment Research. Part 6.
Toxicity Test. FAD Fish. Tech. Pap. (N9, 1B5) 23 pp., Ronme,
FAD.
3. PRINCIPIOS
Los organismas se exponen a las diferentes concentraciones del
contaminante, dentro del rango seleccionado para el ensayo. Para el
fitoplancton se estima la media de 1la concentracion efectiva del
contaminante (EC30) en términos del nimero, la biomasa o la concentracian
de clornfila-a de las células que sobreviven el ensayo. Para el
zooplancton se estima la media de la concentracion letal (LCS50) a partir
de los datos de mortalidad por andlisis lag-probit.
4. REACTIVOS
4.1 FPara los ensayos con fitoplanctaon :
Agua de mar filtrada
Agua destilada
KNO3
KHoPOy

InS04.7H20



CuS04.5H20

CoS04.7H20

NapMo0g4.2H20

Sal de sodio de EDTA

Vitamina Byp (cristales)

Biotina

Clorhidrato de tiamina

Disolucién "stock" del compuesto de ensayo contaminante
4.2 EéEé-195-EBEQYQE_EEB_EQEElEEEiEQ :

Agua de mar filtrada

Disolucion "stock" del compuesto de ensayo contaminante

NOTA : El mantenimiento de cultivos de zooplancton en el labaratorio
requiere de cultivos de fitoplancton como fuente de alimento.

5. EQUIPO
5.1 Para_los_ensayos_con_fitoplancton :
Autoclave
Matraces Erlenmeyer (de varios tamanos)
Microscopio
Cuarto o recinto cerrado de temperatura constante
Sistema de luces fluorescentes
Cidmara hematocitométrica
Contador automdtico de particulas (opcional)
Agitador orbital
Fluorimetro (opcional)
Homogeneizador de tejidos (opcional)

Papel para graficos logaritmo-probabilidad

Salinometro o sensor de salinidad de exactitud adecuada



52 Para_los_ensayos_con_zooplancton :

Recipientes para cultivo de 10-50 litros de capacidad
Microscopio

Cuartp o recinto cerrado de temperatura constante

Pipetas Pasteur

Recipientes de vidrio para los ensayos (de varios tamaios)
Papel para graficos logaritmo-probabilidad

NOTA : El1 mantenimiento de =zooplancton en el laboratorio requiere
frecuentemente de cultivos de fitoplancton como fuente de alimento.

NOTA : Una muestra del papel para gré&ficos logaritmo-probabilidad se
incluye en este manual, la cual podrd ser fotocopiada en caso que existan
dificultades para su obtencian.

6. MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS "STOCK"™ DE FITOPLANCTON

6.1 Los labaoratarios dedicados a los ensayos de toxicidad para
fitoplancton deberan establecer y mantener cultivos “stock" de las
especies necesarias. Es generalmente mas seguro y conveniente obtener los
cultivos de laboratorios bien establecidos en lugar de tratar de preparar
cultivos puros de colectas de campo.

b.2 Disoluciones_necesarias

6.2.1 Disolucien A -~ agua de mar : Utilizar agua de mar natural de
fuentes no contaminadas, filtrar a través de filtros de 0,22 um (de
preferencia) o de 0,45 um para eliminar algas, bacterias y materiales
particulados. Si es necesario se puede también wutilizar agua de mar
artificial, preparada de acuerdo con la siguiente formulacion :

Compuesto Quimico Cantidad (q)
NaCL 23,926
NapS04 4,008
KCL 0,677
NaHCOz 0,196
KBr 0,098
HzBOz 0,026
NaF 0,003
MgCLyo. &H20 10,83
CaClo.2Ho0 1,52
SrCLp.2H20 0,02
Agua destilada Completar a 1000q

Ajustar la salinidad entre 30 y 32900 por dilucien con agua
bidestilada.



6.2.2 Disolucion B - disolucian "stock" de nitrata : Disolver 35 g
de KNO3z en 1 litro de agua destilada. Esta disolucien se podr& mantener
en un refrigerador por un periodo no mayor de cuatro meses.

6.2.3 Disolucian C - disoluciaon "stock" de fosfato : Disolver 0.648
g de KHpPOg en 1 litro de agqua destilada. Esta disolucion se podrd
mantener en un refrigerador por un periodo no mayor de cuatro meses.

NOTA : Puede ser conveniente preparar también una disolucion “"stock" de
silicato para utilizarla en la preparacion del medio de cultivo,

6.2.4 Disalucian D - Mezcla de elementos traza :

(a} Disolver 30 mg de InS04. 7H20, 25 mg de CuS04. SHp0 y 20 mg de
CoS04.7H20 en 1 litro de agua destilada.

(b) Disolver 5g de FeClL3z.6Hp0 v 2 g de MnSO04 en 1 litro de aqua
destilada.

(c) Disolver 25 mg de Nap MoO4. 2H20 en 1 litro de agua destilada.

(d) Disolver 350 mg de 1la sal de sodio de EDTA en | litro de agua
destilada

NOTA : Estas disoluciones deberdn prepararse separadamente.

6.2.5 Disolucian E - Vitamina B 12 : Disolver 10 mg de cristales de
Vitamina B 12 en 100 ml de agua destilada. Mantener en un congelador
hasta su usao.

4.2.4 Disolucien F - Biotina : Disolver 10 mg de Biotina en 100 ml
de agua destilada. Mantener en un congelador hasta su uso.

6.2.7 Disolucion 6 - Clorhidrato de tiamina : Disolver 100 mg de
Clorhidrato de tiamina en 100 ml de agua destilada. Mantener en un
congelador hasta su utilizacian.

8.3 Preparacion_de_las_disoluciones_“stock"

La preparacion de las disolucianes "stock" para el medio se lleva a
cabo de la siquiente manera.

6.3.1 Obtener una cantidad adecuada de agua de mar (Disolucian A)

4.3.2 Tomar 1 ml de la disolucian B y diluirla con 999 ml de agua
destilada.

6.3.3 Tomar 1 ml de la disolucion C y diluirlo con 999 ml de agua
destilada.

6.3.4 Tomar 100 ml de la disolucion de EDTA (seccion 4.2.4) y 10 aml
de cada wuna de las disoluciaones descritas en 6.2.4 y diluirlos con 800 ml
de aqua destilada.

6.3.5 Descongelar la disolucien E, tomar 1 m]l y diluirlo con 99 ml
de aqua destilada. Congelar nuevamente la disolucien E.

6.3.6 Descongelar la disolucion F, tomar 1 ml vy diluirlo con 99 ml
de agua destilada. Congelar nuevamente la disaluciaen F.
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6.3.7 Descongelar la disolucien G, tomar 1 ml y diluirlo con 99 al
de agua destilada. Congelar nuevamente la disolucieon 6.

NOTA : Estas disoluciones "stock" deberdn prepararse inmediatamente antes
de su utilizacien ya que no se conservan bien. Cuando se ha preparado la
cantidad apropiada de medio de cultivo serd necesario descartar el resto
de las disoluciones "“stock”. Sin embargo, y en el caso particular de la
disolucian "stack" de metales traza, ésta podrd mantenerse en un
refrigerador por un periodo no mayor de cuatro meses.

NOTA : Las disoluciones que se indican en esta seccion son aquellas
descritas en 6.3 a partir de las originales descritas en 6.2.

6.4.1 Por cada litro de agua de mar agregar :
10 ml de disolucion de nitrato (B)
1 ml de la disolucian mezcla de metales traza (D)
1 ml de la disolucien de Biotina (F), vy
1 ml de la disolucion de Clorhidrato de tiamina (G)
6.4.2 Esterilizar esta mezcla en un autoclave.

6.4.3 Agregar 1 ml de la disolucien de Vitamina B 12 (E) a la
mezcla esterilizada (6.4.2).

NOTA : El medio de cultivo no deberd& ser esterilizado después de la
adicion de vitaminas. Las vitaminas deberdn ser anadidas asépticamente
una vez que el medio ha sido esterilizado.

b.4.4 Esterilizar separadamente la cantidad necesaria de la
disolucion de fosfato (C).

6.4.5 Agregar 10 ml de la disolucion de fosfato por cada litro del
medio de cultiva esterilizado.

6.4.6 51 se producen precipitados serd necesario filtrar el wmedio
de cultivo a traves de filtros estériles de 0,45 pm antes de su
utilizacion.

6.4.7 De esta manera el medio de cultivo estd listo para ser
utilizado. Para evitar contaminacien es necesario gque todo el material de
vidrio haya sido esterilizado vy que el medio de cultivo sea transierido
en forma aséptica.

6.5 Distribuir el medio de cultivo en matraces Erlenmeyer de S00 ml e
inocular asépticamente entre 5 y 15 ml del cultivo de fitaoplancton.
Cubrir la boca de los matraces con tapones de algodon e incubar a 209 C
bajo luz fluorescente (p.ej. "Grow Lux") con una intensidad de
aproximadamente 2000 lux, colocando los matraces sobre un agitador
orbital regulado a 100 rpm.

NOTA : 5e recomienda una intensidad de 2000 lux como condicioen inicial,
pero puede aumentarse segin se requiera de acuerdo a las especies wusadas
y las condiciones fisicas del cuarto.



6.6 Para mantener un suministro de células saludables, una vez por
semana deberd transferirse, bajo condiciones asépticas, una alicuota del
cultivo "stock"™ a un medio de cultivo recientemente preparado. Cada
cultivo debera ser inspeccionado bajo el micrascopio para asegurarse que
no ha sido contaminado con otras especies. Los cultivos contaminados
deberdn descartarse.

7. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYOD PARA FITOPLANCTON

7.1 En cada caso deben realizarse dos ensayos, uno preliminar para
determinar el rango del ensayo y el otro para el ensayo propiamente dicho.

7@ Laos ensayos deberdn conducirse utilizando el mismo medioc de cultivo
empleado para mantener los cultives ‘"stock". Sin embargo, algunos
investigadores prefieren wutilizar aqua de mar como medio de cultivo y
otros utilizan agua de mar suplementada. Puesto que especies diferentes
tienen caracteristicas y requerimientos ambientales especificas, no se
dan recomendaciones especiales. Cualquiera que sea el wmedio de cultivo
elegido éste debe ser claramente indicado en el infarme. Ward and Parrish
(ver Referencias, seccion 2) describen un medio de cultivo adecuado para
el ensayo.

7.3 Las condiciones fisicas del ensayo (iluminacion vy temperatura)
deberdn ser las mismas que las condiciones de los cultivos "stock", a
menos que el ensayo requiera condiciones diferentes.

7.4 Cuando las condiciones experimentales (medio de cultive o
condiciones fisicas) difieren de las del cultivo "stock" (sin contar la
presencia del compuesto de ensayo) los cultivos para el ensayo deben
aclimatarse a las condiciones del mismo por lo menos 7 dias antes de su
iniciacian. Esto se efectua inoculando los matraces de cultivo como se
indica en la seccion 6, incubdndolos bajo las condiciones del ensayon. La
inoculacian de los cultivos experimentales solo se debe 1llevar a cabo a
partir de cultivos "stock" aclimatados.

Taid Todo el material de vidrio a wutilizar deber& ser lavado con una
mezcla 4cido-agua , enjuagado con agua destilada y de preferencia
esterilizado antes de su uso.

7.6 El ensayo preliminar se lleva a cabo de la misma manera que el
ensayo definitiva, solo que las concentraciones del compuestoa de ensayo
contaminante son diferentes.

et Seleccionar el rango de concentraciones del compuesto de ensayo i
se requieren por lo menos cinco concentraciones mas el cantrol.

Para el ensayo preliminar las concentraciones del compuesto de
ensayo san mas cercanas las unas a las otras y deben seguir
aproximadamente una serie logaritmica. Peor ejemplo si el ensayo
preliminar 1indica gque la concentracien efectiva del compuesto de ensayo
es de | mg/l, el rango seleccionado para el ensayo definitivo serd 0.1,
0.2, 0.5, 1, 2, 9, 10 ag/l.
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7.8 Preparar los ensayos por triplicado, para el ensayo definitivo es
preferible hacer los ensayos por quintuplicado.

7.8.1 Los recipientes para el ensayo son matraces Erlenmeyer de 2350
ml de capacidad conteniendo 100 ml del medio de ensayo.

7.8.2 Transferir el volumen de inéculo requerido a cada uno de los
matraces de ensayo. El volumen de inoculo necesario se determina por el
procedimiento descrito en 7.9 y no debe exceder las 10 ml.

7.8.3 Agregar la cantidad requerida del compuesto de ensayo y
agitar los matraces.

NOTA : El compuesto de ensayo deber& agregarse a partir de una disolucian
"stock" concentrada. El volumen a utilizar deberd& ser pequedo (<1 ml)., Si
la cantidad requerida es mayor de | ml serd necesario preparar una
disolucion "stock" de contaminante mds concenirada.

7.9 Determinacion_del volumen_de_inaculo

7.9.1 Determinar la concentracion de las células de fitoplancton en
el cultivo "stock", esto se puede llevar a cabo mediante el uso de una
cémara hematocitométrica o un contador automético de particulas. En
cualquiera de los dos casos es conveniente sequir estrictamente las
instrucciones para el uso de estos equipos.

NOTA : No todos los contadores automdticos de particulas son adecuados
para su uso con microalgas. El equipo deber& ser adaptado con accesorios
especificos para el conteo de microalgas, de otra manera los resultados
serdn erréaticos y erroneos. En caso de dudas consultar con el fabricante
del equipo.

7.9.2 Calcular el volumen de inoculo necesario para cada recipiente
de ensayo, si este excede los 10 al el cultivo "stock" deberd ser
concentrado.

Ejemplo : Supongamos que el cultivo "stock" contiene 34000 células/ml,
que el recipiente de ensayo contiene 100 ml de medio y que la densidad
inicial de las células deberd ser por ejemplo, 10000 células/ml. El
niomero total de células requerido para cada ensayo serd 100 x 10000 =
106, Por consiguiente el volumen de inoculo para cada ensayo sera :

10 - 24,9 (ml)

Este volumen es demasiado elevado (pues gran proporciaon del medio
utilizado en el ensayo estard compuesto de medio agotado por el cultive
"stock"). En estos casos el cultivo "stock" deberd ser concentrado.



7.9:.3 EIl cultivo "stock” . se concentra por centrifugacian
descartando el wmedio sobrenadante y suspendiendo nuevamente las células
en un volumen menor de medio de cultivo.

7.9.4 Estimar nuevamente la densidad de las células del cultivo
“stock" como se describe en 7.9.1 y repetir 7.9.2 hasta que el volumen
del inéculo necesario sea menor que 10 ml.

7.10 Tapar los recipientes de ensayo con tapones de algodon y registrar
la hora de inicio del experimento. Colocar 1los recipientes sobre un
agitador orbital a 100 rpm bajo las condiciones de iluminacién y
temperatura seleccionadas para el ensayao.

7.11 Mantener 1los recipientes de ensayo bajo las mismas condiciones por
96 horas.

7.12 Después de transcurridas las 96 horas determinar la densidad de las
células en cada uno de los recipientes de ensayo siguiendo el mismo
método utilizado para determinar la densidad de los cultives "stock".

7.13 Si se ha decidido determinar la biomasa del fitoplancton al final
del ensayo utilizar uno de los siguientes procedimientos :

7.13.1 Filtrar el contenido de cada recipiente a través de un
filtro de 0,45 um que ha sido previamente pesado y secar por varias horas
a 609 C. Pesar nuevamente el {iltro con el fitoplancton seco y sustraer
el peso inicial del filtro, por diferencia obtener 1la biomasa de las
micrpalgas.

7.13.2 Centrifugar el contenido de cada recipiente y desechar el
medio sobrenadante, lavar las células tres veces con agua destilada.
Repetir la centrifugacian después de cada lavado y transferir
cuantitativamente la biomasa a un crisol previamente pesado, secar a 400
C por varias horas. Sustraer el peso del crisol del peso del crisol més
la biomasa seca.

7.14 Si se quiere estimar el contenido de clorofila-a en el fitoplancton
proceder como sigue :

7.14.1 Preparar el fluorimetro para la determinacion de clorofila-a
de acuerdo con las instrucciones del instrumento.

7.14.2 Homogeneizar las disoluciones de ensayo.
7.14.3 Llenar la celda de medicion con la disolucien de ensayo
homogeneizada. Utilizar una celda conteniendo el medio de cultivo para

determinar el cero del instrumentao.

7.14.4 Estimar el contenido de clorofila-a de las disoluciones de
ensayo.

7.15 8i se quiere determinar el “minimum algistatic concentration”
(MAC-5) proceder de la forma siguiente :
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7.15.1 Incubar los recipientes de ensayo conteniendo 1los cultivos
un dia adicional.

7.15.2 Centrifugar el contenido de cada recipiente y descartar el
medio sobrenadante. Suspender nuevamente las células en medio de cultivo
recién preparado y sin el compuesto de ensayo. Repetir este procedimiento

dos veces mé&s para eliminar el resto del compuesto contaminante.

7.15.3 Inocular una serie de recipientes de ensayo conteniendo 100
ml de medio de cultivo con cada una de las suspesiones de células
preparadas de acuerdo con 7.15.2 de manera tal de obtener wuna densidad
final de 10000 <células por ml usando para este fin el método descrito en
7:%.

7.15.4 Tapar los recipientes recién inoculados con tapones de
algodon e incubar los cultivos por un periodo de 9 dias, bajo las mismas
condiciones del ensayo original.

7.15.5 Después de transcurridos 1los 9 dias estimar la densidad de
los cultivos en cada recipiente usando el procedimiento descrito en 7.9.

NOTA : E1l MAC-5 no puede estimarse si los cultivos de ensayo han sido
usados para determinar la biomasa y/o la clorofila-a de los mismos.

8. ANALISIS DE LOS DATDS DEL ENSAYD PARA FITOPLANCTON
Se presentan trés métodos para el analisis de los datos.
B.1 Tabular los datos como se muestra en la Tabla 1.

NOTA : En este ejemplo se utilizan los datos del nimero de células por ml
de medio de cultivo., Este procedimiento también puede ser wusado con los
datos de 1la biomasa del fitoplancton o la concentracion de cloraofila-a en
el mismo.

8.2 Para determinar la concentracion del compuesto de ensayo que ejerce
un efecto significativo sobre el fitoplancton, comparar los valores
medios del ensayo con los valores medios del control usando la prueba
Student Newman-Keuls. Esta prueba se describe con detalles en Reish vy
Oshida (ver referencias, seccion 2).

8.3 Para determinar el ECS50 para 96 horas calcular el porcentaje de la
reduccion del nimero de células de fitoplancton de cada uno de los
ensayos bajo las diferentes concentraciones del compuesto de ensayo y
compararlo con el valor del ensayo control. Usando papel de agréficos
logaritmo-probabilidad representar graficamente el porcentaje de la
reduccion de células en los ensayos (escala de probabilidad) en funcien
de la concentracion del compuesto de ensayo (escala logaritmica) vy
proceder como se describe en la seccian 11.
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NOTA : E]1 método de anédlisis de datos descritos en la seccion 11 para
zooplancton es el mismo que se utiliza para f(itoplancton, con la
diferencia que se usan los datos de reduccien del nimero de células,
biomasa o clorafila-a en lugar de datos de mortalidad. El resultado final
se expresa como ECS50 (concentracisn media efectiva) para 96 horas en
lugar de LCS50 (concentracian media letal) para 96 horas.

NOTA : En algunos casos la presencia de contaminantes en los cultivos
puede causar un aumento en la densidad de las células, biomasa o la
concentracien de clorofila-a. Esto no deberia suceder en un ensayo
definitivo, si el ensayoc preliminar se lleve a cabo en forma apropiada vy
si se interprete correctamente. Sin embargo, si ocure un aumento, los
investigadores deberé&n considerar la posibilidad de realizar ensayos de

bio-estimulacion diserados apropiadamente.
8.4 Determinaciéon del “minimum algistatic concentration" MAC-35.

NOTA : Esto solo es posible si se ha llevado a cabo el procedimiento
adicional descrito en 7.5.

8.4.1 Para cada uno de los duplicados de los ensayos realizados con
las distintas concentraciones del compuesto de ensayo, calcular :

Donde K Constante de crecimiento
Ny = Nimero de células al final del periodo de
recuperacian.

N2 = Nimero de células al inicio del periodo de
recuperacion.

t - Periodo de recuperacion en dias (en general 9
dias).

NOTA : Recordar que las células estuvieron expuestas al compuesto de
ensayo durante 5 dias, por lo tanto el resultado final es el ‘“minimum
algistatic concentration" para 5 dias (MAC-3).

8.4.2 Calcular la media de los valores de K y la desviacian
estdndar para cada una de las concentraciones del compuesto ensayado.

8.4.3 Comparar la media de los valores de K de los ensayos con
la media del valor de K del control, wusando la prueba de Student
Newman-Keuls (ver Reish y Oshida, referencias seccien 2) o la prueba t de
Student.
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8.4.4 E1 valor de MAC-5 se encuentra entre la concentracion mas
baja del compuesto de ensayo que produce valores de K que son
significativamente diferentes (al nivel de 95 % de confianza) del valor
de K del control y la concentracion m&s alta del compuesto de ensayo que
produce valores de K que no son significativamente diferentes del valor
de K del control.

NOTA : Es obvio que el valor de MAC-5 no se puede determinar con
exactitud, pues siempre se le encuentra entre dos concentraciones del
compuesto ensayado. Por lo tanto en los ensayos para determinar el valor
de MAC-5 serd& necesario utilizar caoncentraciones del compuesto de ensayo
muy proximas y de esta manera el valor de MAC-5 se podr& expresar como :
MAC-3 es menor que x mg/l o el MAC-5 se encuentra entre x e y mg/l.

9. MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS DE ZOOFLANCTON

L Como existe un nimera limitado de especies de zooplancton
disponibles en el comercio es conveniente obtenerlo de colectas de
poblaciones naturales. Es muy frecuente encontrar en ellas wuna especie
que predomina.

7.2 El transporte del zooplancton al laboratorio, luego de su colecta
deber& hacerse en recipientes con aireaciaen continua teniendo cuidado de
proteger a los animales de cambios bruscos de temperatura e iluminacien.

9.3 En el laborataorio examinar los organismos colectados bajo un
microscopio y seleccionar a los individuos de las especies a utilizar en
los ensayos y transferirlos con una pipeta a recipientes separados.

9.4 Condiciones_de_cultivo,

Numerosas especies de zooplancton han sido cultivadas éxitosamente
en el laborataorio, sin embargo los requerimientos para muchas otras
especies no son bien conocidos. Los investigadores interesados deberén
realizar una bésqueda bibliografica para determinar los requerimientos de
las especies que desean cultivar. Serd& necesario ademds realizar algunos
experimentos preliminares para establecer las condiciones optimas de los
cultivos. Los laboratorios que planean realizar ensayos de toxicidad
utilizando =zooplancton deberd&n en primer término establecer cultivos
"stock" de las especies a wutilizar en los ensayos. Las siguientes
recomendaciones pueden ser de gran wutilidad., 1Informacian adicional se
puede encontrar en las referencias de la seccion 2.

9.4.1 Los recipientes para los cultivos de zooplancton deberéan
tener entre 10 y 50 litros de capacidad.

9.4.2 El medio preferido es agua de mar filtrada que proviene de
una fuente no contaminada. Se puede también usar agua de mar sintética
pero algunas especies no prosperan en agua de mar sintética recientemente
preparada, por lo tanto se aconseja acondicionarla por una semana antes
de su utilizacian.

9.4.3 Se debe utilizar un sistema de aireacion continua.
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9.4.4 Los requerimientos para la alimentacion de los organismos
varia con las especies y se recomienda hacer ensayos para determinar la
calidad optima y la cantidad de alimento necesaria. Los requisitos para
la alimentacion de las especies mds comdnmente usadas son :

Acartia tonsa: Se alimenta de una mezcla de cuatro especies de
fitoplancton - Skeletonema costatum, Thalassiosira

pseudonana, Isochrysis _galbana vy Rhodomonas__baltica

(ver seccion &6 para los detalles de los métodos de
cultivo para fitoplancton).

Tigriopus_sp : Se alimenta de una suspension de harina de pescado
finamente pulverizada.

9.4.5 Durante los ensayos la temperatura debe mantenerse constante
y ser apropiada para las especies wutilizadas teniendo en cuenta las
condiciones de su habitat natural.

9.4.6 Los cultivos de zooplancton necesitan un cuidado regular vy
deben ser examinados diariamente. No debe permitirse la acumulacien de
exceso de alimento y otros materiales detriticos, los cultivos deberéan
ser transferidos en su totalidad a recipientes con agua de mar limpia
periodicamente.

9.4.7 Muestras del cultivo de zooplancton deben ser examinadas
periadicamente bajo el microscopio para verificar gque no han sido
contaminados con otras especies de zooplancton. Los cultivos contaminados
deberdn descartarse.

9.4.8 Con muchas especies 1los cultivos de laboratorio pierden
vitalidad después de varias generaciones por consiguiente serd& necesario
establecer nuevos cultivos perioedicamente.

10. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYD PARA ZOOPLANCTON

10.1 Los recipientes de ensayo deben ser de vidrio y lo suficientemente
grandes para contener 100 ml de la disolucian de ensayo. Es canveniente
que estos recipientes sean del mismo tamaio y forma para que puedan
caolocarse facilmente bajo un microscopio binocular para paoder examinar a
los animales durante el ensayo.

10.2 GSeleccionar el rango de concentracian del compuestoc de ensayo
toxica, por la menas 9 concentraciones ademids del control. Las
concentraciones elegidas deberén sequir aproximadamente una serie
logaritmica, p.ej. 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5 mg/l.

10.3 Preparar los recipientes de ensayo agregande la cantidad adecuada
del compuesto de ensayo al agua de mar filtrada de manera tal que cada
recipiente contenga un volumen final de 100 ml de la disolucien de ensayo
de la concentracion requerida.
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10.4 Selecciaon de los animales para el ensayo

10.4.1 Como minimo utilizar 10 o de preferencia 20 animales para
cada recipiente de ensayo. Un nimero igual de animales debera usarse en
cada recipiente.

10.4.2 Examinar cada animal individualmente bajo el microscopio vy
excluir aquellos que parecen enfermos, danados, moribundos o que
presentan alguna anomalia. También excluir a las hembras portadoras de
huevos.

NOTA H Debido al corto tiempo de generacian de las especies de
zooplancton es posible terminar con mds organismos al final del ensayo.
Par 1o tanto es importante excluir de 1los ensayos de toxicidad a las
hembras grdvidas.

NOTA : Si m&s del 20 % de los animales son rechazados debido a
enfermedades u otras anormalidades es muy probable que el cultivo no es
saludable y por 1lo tanto los organismos no podrdn ser usados en los
ensayos.

10.4.3 Colocar el nimero requerido de organismos en cada uno de los
recipientes de ensayoc empezanda con aquel que contiene la concentracion
mis baja del compuesto de ensayo y registrar la hora de inicio del
experimento.

10.4.4 Colocar 1los recipientes de ensayo en un cuarto o recinto
cerrado donde la temperatura y las otras variables fisicas estdan
controladas a los niveles seleccionados para el ensayo.

10.4.5 Decidir sobre el periodo de duracion del experimento. Se
considera que éste debe ser de 96 horas.

NOTA : Los ensayos de toxicidad con una duracian menor de 96 horas tienen
muy poca validez pues tienden a producir conclusiones falsas. Lo ideal es
que los ensayos de toxicidad puedan continuarse por un periedo lo més
extenso posible. Sin embargo, como los organismos del zooplancton tienen
tiempos de generacian breves, existe la posibilidad de gque los organismos
se reproduzcan durante el ensayo invalidando asi los resultados. Es por
lo tanto recomendable que se adopten las 94 horas como el tiempo estéandar
para la duracioén del ensayo.

10.4.6 Después de transcurridas las 96 horas contar y registrar el
numero de animales en cada uno de los recipientes de ensayo.

NOTA : Se debe poner cuidado especial en determinar si un organismo esta
muerto o no lo estd. Los organismos vivos tienen normalmente movilidad,
sin embargo aquellos animales que parecen inméviles deben ser examinados
detenidamente bajo el microscopio. Si se observa alguna movilidad en los
apéndices, tracto intestinal o en los organos internos el animal debe
considerarse coma que ha sobrevivido el ensayo.



- 15 -

10.4.7 Se pueden hacer estimaciones de los valores de LC30 para 24,
48, v 72 horas si se registra el nimero de animales que sobreviven en
cada recipiente de ensayo a los tiempos antes senalados. El procedimiento
para el andlisis de los datos es exactamente el mismo que se describe en
la seccian 11 para el LCS0 de 94 horas, excepto que los datos de
mortalidad corresponden a tiempos de observacion mds cortos.

NOTA : Tal vez algunos investigadores estén interesados en la
determinacion de la media del tiempo de supervivencia (LT30) para cada
concentraciaon del compuesto ensayado y construir una curva de toxicidad.
En estos casos se utiliza el mismo procedimiento experimental, salvo que
las observaciones de mortalidad se hacen con mas frecuencia.

11. ANALISIS DE LOS5 DATOS DEL ENSAYD PARA ZOOPLANCTON

Se estima el valor de LCS0 para 96 horas y sus limites de confianza
como sigue @

1.1 Tabular los datos como se muestra en la Tabla 2. El porcentaje de
mortalidad en cada uno de los ensayos se calcula de la siguiente manera :

NooX . 100
donde N = al nimero inicial de animales en cada recipiente de ensayo y X
= al nimero de animales que sobreviven después de 96 horas en cada ensayo.
Tabla 2 : Un ejemplo de los datos necesarios para estimar el valor

de LC50 para 946 horas del compuesta de ensayo y para
probar la bondad de ajuste de la lfnea que se muestra en

la Fig. 1.
Contaminante No de animales Mortalidad Mortalidad Contribucion
ensayados observada prevista
mg =t % % a Ji?
1 10 10 12 0,004
2 10 30 24 0,02
S 10 a0 45 0,01
10 10 &0 b4 0,007
20 10 80 79 0,001
50 10 100 - -

Como el nimero de animales ensayados a cada concentracian del
compuesto téxico es igual a 10 el valor de Ji2 es 0,042 x 10 = 0,42,
Siendo el numero total de concentraciones ensayadas igual a 64, excluyendo
el control, el numero de grados de libertad es por lo tanto (4-2) = 4
fver 9.5.4). Usando la Tabla 3 se puede constatar que el valor inicial de
Ji para 4 grados de libertad es 9,49. Dado que 0,42 ¢ 9,49, se considera
que la linea de la Fig. 1 tiene un buen ajuste, por lo tanto el valor de
LCS0 para 96 horas y sus limites de confianza pueden ser estimados de la
misma.
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11.2 Usando papel para gréficos logaritmo-probabilidad, representar
gr&ficamente el porcentaje de mortalidad (escala de probabilidad) en
funcian de la concentraciaon del compuesto de ensayo (escala logaritmica)
como se muestra en la Fig. 1. Ignorar los valores correspondientes a cero
y 100 % de mortalidad.

NOTA : Los valores para LCS0 no pueden ser calculados por este
procedimiento a menos que el grafico incluya por lo menos un punto que
corresponda a una mortalidad mayor que el 50 X y otro punto que indique
un valor de mortalidad menor que el 50 4.

11.3 Ajustar, a o0jo, una linea con los puntos marcados en el gréfico y
probar la bondad de ajuste por el procedimiento descrito en 11.8.

NOTA : En la mayoria de los casos el nimero de puntos en el gréfico es
reducido, si son menos de cuatro puntos los valores para LC50 no podrén
ser calculados con 1la exactitud requerida y el investigador debe
considerar la repetician del experimento utilizando concentraciones del
compuesto de ensayo menos espaciadas. Debido a que en todo caso el nimero
de puntos en el grafico serd bajo, es esencial que se pruebe la bondad de
ajuste de la linea usando el método descrito en 11.B. Si la linea no
presenta un buen ajuste serda necesario trazar vy ensayar otras lineas
hasta que se obtenga un buen ajuste.

11.4 Si la linea presenta un buen ajuste determinar los valores
correspondientes para LC14, LC50 y LCB4 del gréfico como se auestra en la
Figura 1. Calcular la pendiente S de la linea de acuerdo con la siguiente
formula :

11.5 Determinar el valor de N que se define como el nimero de animales
ensayados a las distintas concentraciones del compuesto de ensayo cuyos

NOTA : En 1la Fig.l hay cinco puntos marcados en el gré&fico , de ellos la
mortalidad prevista para 1la concentracien de 1 mg 1-1 del compuesto
toxico es menor del 16 %. Por lo tanto las mortalidades previstas para
las otras cuatro concentraciones del compuesto ensayado se encuentran
entre el 16 % y el 84 %, Como se utilizaron 10 animales en cada una de

las concentraciones ensayadas, N = 10 x 4 = 40

11.6 Calcular {, donde ;

f = antilag
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11.7 Calcular el 95 % de los limites de confianza superior e inferior de
LCS50. El valor de LC50 se obtiene de 1la curva (ver Fig. 1). Esto
condicionado a que la linea tenga buen ajuste (ver 11.8).

Limite de confianza superior = LC50 x f
Limite de confianza inferior = LCS0 /

11.8 Prueba de la bondad de ajuste de la linea de probabilidad

NOTA : En algunos casos la linea de probabilidad no puede cbtenerse con
un buen ajuste. Si después de haber seguido el procedimiento descrito
anteriormente no se obtiene una linea can buen ajuste el valor de LCS0 no
se podrd determinar por este método. En tales casos es conveniente
utilizar otros métodos de andlisis o se pueden considerar modificaciones
del proceso experimental.

11.8.1 Tabular los valores de mortalidad observados y previstaos
para cada puntao del grafico (ver Tabla 2).

NOTA : Los valores observados de mortalidad son aquellos registrados
durante el experimento, mientras que los valores previstos de mortalidad
se obtienen de 1la linea ajustada del gréfico, a cada una de las
concentraciones del compuesto ensayado, tal como se muestra en la Fig.l.

11.8.2 Usando el nomograma de la Fig.2 determinar la contribucien a
Ji2 de cada uno de los puntos en el gréafico (ver Tabla 2).

11.8.3 Determinar la suma total de las contribuciones a Ji? y
multiplicar éste valor por el nimero de animales usados para cada una de
las concentraciones del compuesto ensayadas, p.ej. si se wusaron 10
animales para cada concentracian multiplicar el valor total de Jid par 10
(ver Tabla 2).

NOTA : Aunque el ndimero de animales wusados a cada concentracion es
generalmente el mismo, a veces éste no es el caso. Por lo tanto en tales
circunstancias calcular la siguiente relacion :

Nomero total de animales ensayados
Niomero total de concentraciones ensayadas

y multiplicar el valor total de Jie por el valor de esta relacioen.
En estos célculos no debe incluirse a los animales cdel ensayo control.

11.8.4 Determinar el nimero de grados de libertad : Este es igual a
N-2, siendo N el nomero de concentraciones del compuesto que han sido
ensayadas. No se debe incluir al control en este cdlculo.

11.8.5 Utilizando 1la Tabla 3 determinar el valor de Ji2 para el
nomero apropiado de grados de libertad.

11.8.6 5i el valor de Ji2 calculado de la linea seguon  11.8.3 es
menor gque el valor apropiado de la Tabla 3, se considera que la linea
tiene buen ajuste y el anélisis se puede continuar como se describe en
11.4.
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Si el valor de Ji2 de la linea es igual o mayor que el valar
apropiado de la Tabla 3, 1la linea no tiene buen ajuste. En estas casas
trazar otras lineas y repetir el procedimiento para probar 1la bondad de
ajuste.

NOTA : En algunos casos no se puede obtener una linea con buen ajuste por
lo tanta el valaor de LCS0 no pourd calcularse pour este método.

NOTA : Cuando la curva (linea) trazada tiene buen ajuste es recomendable
trazar y oprobar otras para determinar la linea que produce el valar méas
bajo de Ji2,

Tabla 3 : Valores criticos de Ji2 para la prueba de bondad de
ajuste de 1la linea de probabilidad por el procedimiento
descrito en 11.8 (si el valor de Ji2 de la linea es igual
o mayor que el valor de la tabla para el nomero apropiado
de grados de libertad, la linea no tiene buen ajuste vy
por lo tanto debera ser rechazada)

Grados de libertad Jid

3,84
5,99
7,82
9,49
11,1
12,6
14,1
15,5
16,9
18,3

L= = = T s S O

=
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