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PREFACIO 

El programa de Mares Regionales fue iniciado por el PNUMA en 1974. 

Desde entonces ci Consejo de Gobierno del PNUMA ha apoyado reiteradasente 

un tratamiento regional al control de La contaminaci6n marina y la 

administración de los re cursos marinas y costeras y ha lomentado el 

desarrolla de planes de aCCión regionales. El Programa de Mares 

Regionales incluye al ma mento presente diez regianes y participan en él 

airededor de 120 Estados co steros. (1), (2). 

Uno de los componentes básicos de los planes de acción patrocinados 

por el PNUPIA en el ámbito del Programa de Mares Regionales es la 

evaluaciân del estado en que se encuentra el ambient.e marina y de sus 

recursos, de las Fuentes y la dispersián de la contaminacián, y del 

impacto de ësta sabre la saLad humana, los ecosistemas marinas y los 

sitios recreativos. Para poder apoyar a quienes están participando en 

esta actividad y asegurar que las datos obtenidas a través de la 

evaluación puedan ser comparados a nivel mundial y contribuir asi al 

Sistema Global de Monitorea Ambiental (GEMS) del PNUMA, se están 

desarrollando un conjunto de métodos de relerencia y lineamientos para 

los estudios de contaminación marina, 	las cuales se recomienda sean 

adaptados par los Gobiernos participantes en el Programa de 	Mares 

Req i onales. 

Los métodos y lineamientos son preparados en cooperación con los 

organismos especializados del sistema de las Naciones tinidas asI coma con 

atras organizaciones y son probados por un nmero de expertos competentes 

en el campo que corresponde a los mét.ados descritos. 

En la descripción de los métodos y lineamientos se sigue tan 

estrictamente coma sea posible ci estilo usado por la Organizacin 

Internacional para Ia Estandarización (ISO). 

Los métados 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 periódica tomando 

en cuenta el desarrollo de nuestra comprensión de los problemas, de Ia 

instrumentacián analitica y de las necesidades actuales de los usuarios. 

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

comentarios y sugerencias a: 

Laboratoria del Media Ambiente Marina 

Labaratorio Internacional de Radiactividad Marina 

Organismo Internacional de Energ2a Atómica 

2. av. Prince Héréditaire Albert 

MC 98000 MONACO 

ci cual es respansable de la coordinacion técnica para el desarrollo, 

prueba e int.ercalibración de los Métodos de Referencia. 
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UNEP: 	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.HULPI: 

	

	A Strategy for the Seas. The Regional Seas Programme 

Past and Future UNEP, 1983. 

Esta edición de los Métodos de Referencia para 	Estudios 	de 

Contaminación Marina No 45 fue preparada en cooperacián con la 

Organización de las Naciones Unidas para La Alimentaciin y La Agricultura 

(FAQ) y el Organismo Internacional de Energia Atá.ica (OIEA). Incluye los 

camentarios enviados par cientilicos que revisaron el sétodo. Expresamos 

nuestro reconocimiento par La ayuda de todos aquellos que contribuyeron a 

la preparación de este método de referencia. 
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1. ALCANCE V CAMPO DE APLICACION 

Este mét.odo de relerencia describe un simple procedimiento para 

comparar la toxicidad del petróleo, de 105 compuestos dispersantes ccl 

aismo y de La mezcla de éstos, sabre los organismos marinas. El •étodo 

permite camparar rápidamente la toxicidad de los compuestos dispersantes 

con Ia del petráleo y la mezcla de am Dos. Está diseado para ci 

1 monitoreo 11  de rutina y para propósitos de selección pero no es adecuado 
coma método de investiqacián. 

NOTA: Las propiedades fisicas y quimicas del petróleo y de los compuestos 
dispersantes del mismo crean numerosas dificultades en la determinacián 

de su toxicidad sabre organismo5 marinas. En realidad, 	la toxicidad de 

estos compuestos solo puede estimarse con exactitud utilizando 

procedisientos y equipos complejos. Plétodos más simples pueden dar La 

informacián necesaria siempre que sus limitaciones sean claramente 

ent.endidas y que se tengan en consideración en la aplicación de los 

resultados del ensayo. Algunas de las consideraciones especialec 

relacionadas con la determinación de la toxicidad del petr1eo y lo 
compuestos dispersantes del mismo se describen en el Apéndice A. En el 

Apéndice A también se describen los propósitos y limitaciones 	del 

presente 	método y deberá ser estudiado cuidadosamente antes de su 

uti I izaci6n. 

REFERENCIAS 

REISH I  D.J. and OSHIDA, P.D. (1986) 
Manual of Methods for Marine Environment Research. Part 

10. Short-term static bioassays. FAO Fish. Tech. Pap. 

(N°.247) 62pp. 

IJNEP/FAO/IAEA (1986) 

Estimation of the acute lethal toxicity of pollutants lo 

marine fish and invertebrates : Determination of U 

survival 	time-concentration 	relation-ship 	(toxicity 

curve) and the estimation of median 1ettal 

concentrations. Reference Methods for Marine Pollution 
Studies NO 43 (draft), UNEP. 

WARD, 8,6, and PARRISH, P.R. (1982) 

Manual of Methods in Marine Environment Research. Part. 6. 
Toxicity tests. FAO Fish. Tech. Pap. (N° 185) 23 pp., 

Rome, FAO. 

PRINCIPIOS 

Se 	preparan extractos acuosos de petróleo, de Los compuestos 

dispersantes del mismo y de Ia mezcla de ambos ; grupos de diez animales 
seleccionados para el ensayn se exponen a una serie de dilaciones de los 

extractos acuosos. Se estima la concentración de los extractos que 

produce la muerte de la mitad de Los organismos en un periodo de 24 

horas. Una simple prueba de significación se utiliza para la 

determinacián de la toxicidad relativa de los extractos ensayados. Si se 

cuenta con estándares para petróleo y los compuestos dispersantes del 

misma, la toxicidad de los compuestos ensayados se puede comparar con la 

de los referidos estándares. 
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NOTA: En algunos paises las experimentos can animales vivos estàn sujet.os 

a ciertas restricciones leqales. Los investigadores deberán cerciorarse 

de que cuentan con las licencias o permisos necesarias antes de empezar 

con los experimentas. 

4. REACTIVOS 

4.1Agyg_jg_MgE  

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

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

(producto comercial) a aqua de mar sintética preparada par disoiución de 

los compuestos quimicas apropiados en aqua destilada. 

NOTA : Es ampliamente recomendado utilizar aqua de mar natural siempre 

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

Ocean") son aceptables como sequnda opcion. El aqua de mar sintética (ver 

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

4.1.1 Aqua de mar natural : Es imperativo que sea obtenida de 

areas no contaminadas y que no haya estado en contacto con tuberias a 

equipos setálicos. Dependiendo de su oriqen es muy probable que el aqua 

de mar natural requiera ser decantada y10 filtrada antes de su 

utilización. 

4.1.2 Aqua de mar artificial preparada a partir de sales de 

aqua de mar (del tipo que se usa para acuarios) : El aqua de mar 

artificial deberá prepararse de acuerdo con las recomendaciones del 

productor de Ia mezcla de sales de aqua de mar 	(es posible que sea 

necesario 	ajustar la salinidad con base en los requerimientos del 

ensayo). Es importante preparar una cantidad suliciente para cubrir las 

necesidades de los experimentos. Antes de la utilizacián del aqua de mar 

artificial será conveniente someterla a una intensa aireacián, por lo 

menos par 48 horas, para asequrar el equilibro de los gases disueltas con 

la atmósfera y estabilizar ci pH entre 8.1 y 8.2. Si después de la 

aireaci6n aparecen precipitados, éstos deberán ser eliminados por 

decantacián a Iiltraci6n. Coma en 4.1.1 evitar el contacto entre ci aqua 

e implementos metálicos. 

NOTA; 	Muchas 	especies de orqanismos no prosperan en aqua de mar 

artificial recientemente preparada. Lo ideal es mantener el aqua par un 

lapso prolongado en un acuario provisto de un sistema de recirculación 

antes de utilizarla con propásitos experimentales. 

4.1.3. El aqua de mar sintética podrá prepararse de acuerdo 

con la siguiente formulacián: 

njL1gL 

NaCL 
	

23,926 

Na2SO4 
	 4,008 

'(Cl 
	

0,677 

NaHCO3 
	

0,196 

'(Br 
	

0,098 

NaF 
	

0,003 

H3B03 
	

0,026 

MgC12. 6H20 
	

10,83 

CaC12. 2H20 
	

1,52 

SrCl2.2H20 
	

0,02 

Aqua destilada 
	

Completar a 1000 g 
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Disolver los compuestos qulmicos en aqua destilada y on el orden 
indicado y complet.ar a 1000 g. Tener en cuenta que esta forsulacion 
produce aqua de mar sintética con una salinidad de S = 35 0/00. Si es 
necesaria preparar aqua de mar sinttica de otra salinidad, austar La 
cantidad de aqua destilada de acuerdo con la usia. Par ejeapia si SC 

necesit.a agua de mar con una salinidad de S = 37 0/oo disoiver Los 
compuestos quimicos con aqua destilada compietando hasta 946 q. 

Es importante preparar una cantidad suliciente de aqua de mar 
sintética de manera tal de cubrir las necesidades de los experimentos 
como se describe en 4.1.2 ci aqua deberá someterse a una intensa 
aireación. Si durante La usia se producen precipit.ados éstos deberãn icr 
eliminados par decantación a filtracián. Evit.ar todo contacto entre ci 
aqua de mar sintética e implementos •etálicos. 

Los coepuestos quaicos utilizados en la prepaeación de cite tipo 
de aqua de mar deberhn icr de qrado analitico. 

NOTA: El aqua de mar preparada por cite método ci •uy costosa. 

4.2 	Petráleo 

Si el petráleo requerido se va a utilizar 	para 	un 	nóaero 
relativamente reducido de ensayos peoceder coma se indica en 4.2.1, ii 
poe ci contraria va a icr usado como estándar o material de referencia 
para un prolangado praqrasa de ensayos proceder como se describe en 4.2.2. 

NOTA: Para los programas de ensayo de toxicidad de petróleo y coapuestos 
dispersant.es del aismo, puede que exista la necesidad de est.abiecer un 
estAndar de referencia cuya toxicidad pueda see comparada con los 
coapuestos ensayados. Esto ci de gran i.portancia ya que no existen 
estándares a materiaies de referencia de uso internacional para 
deterainar La toxicidad de petróleo y compuestos dispersantes dcl usia. 
tlás aun, petráleos del aismo oriqen y con las misaas especificaciones 
varian en su coaposicián quimica. Por La tanto es aconsejable que cada 
laboratorio cuente con un petróieo utilizado coma material de referencia 
y en suficiente cantidad para poder coaplet.ar ci programa de ensayos 
anticipados. En La práctica cantidades de hasta 1000 litros de material 
de referencia parecen razonables.. Ent.re los materiales a seleccionar ci 
petróleo crudo liqero y ci Nfuel  oii media a pesado son aceptabies coma 
materiaies de referencia, La elecci6n dependeri del propósito del 
prograaa experimental. 

4.2.1. Generaimente una muestra de petróleo de 1 litro se 
considera suficiente, éste debe mantenerse en un recipiente adecuado 
debiendo evitarse recipientes de piástico, fibra de vidrio o cuaiquier 
otro material sintético, siendo preferibie que sean opacos. Lienar ci 
recipiente adecuado completament.e y taparlo a3ustadamente de mmnera tal 
que no quede aire en su interior, ci recipiente no debe icr destapado a 
senos que se utilize el petróleo inmediatamente. Estas recipientes deberi 
sec aimacenados en un luqar Fresco y obscuro. 

4.2.2 Mezciar ci petráieo NstockN utiiizando un procediaiento 
que no La exponqa al aire, dividir ci stocks en alicuotas de 0,5 a 1 
litro en los recipientes descritos en 4.2.1. Tapar los recipientes y 
aantenerlos en un lugar Fresco y obscuro. Durante ci proceso evitar La 
exposicián del petróleo al aire. 
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NOTA: la manipu1acin y almacenaje de grandes cantidades de petróleo 
deberá realizarse observando precauciones de seguridad. En algunos paises 

existen regulaciones especUicas que deben ser observadas, Los 
investigadores deben asegurarse de cumplir con las sismas. 

4.3 

Si Los coapuestos dispersantes de petrâleo solo se requieren para 

un lisitado nómero de ensayos, proceder como se indica en 4.3.1. Si par 

ci contrario se les utiliza coma material de referencia para un 

prolongado programa de ensayos proceder como se describe en 4.3.2. 

NOTA: Aunque los cospuestos dispersantes de petróleo son especialaente 
formulados, 	su 	composición 	qumica 	puede 	variar ya que algunos 
labricantes aiteran las especificacianes de estos cospuestos 

peridicamente. En otros casos no definen a controlan sus productos y con 

frecuencia ci dispersante puede ser retirado del meicado par razones 

comerciales. Es par lo tanto conveniente santener un "stock" de estos 
coapuestos coma material de referencia. 

4.3.1 Obtener una mue5tra del 	coapuesto 	dispersante 	de 
petróleo y tratarla coma se describe en 4.2.1. 

4.3.2. Tratar ci "stock" de referencia coma se describe en 

4.2.2. 

5. EUIPO 

5.1 

5.1.1 Agitadores aagnticos. 

5,1.2 Recipientes cónicos de 1 a 5 litros de capacidad. 

5.1.3 Tubas de vidrio. 

5.1.4 Salinámetro o sensor de salinidad. 

5.2 

Los recipientes deben ser de vidrio y del tamaao adecuado (ver 
7.1). No se deben utilizar recipientes de plhstico, fibra de vidrio a de 

cualquier otro material sintético. 

5.3 	Papel para gráficos logaritmo-probabilidad. 

NOTA: una muestra del papel para gráficos loqaritmo-probabilidad se 

incluye en este manual. 

5.4 	Cuarto 	a 	recinto cerrado de tamao adecuado con temperatura 

constante. 

6. ANIIIALES UTILIZADOS EN LOS ENSAYDS 

6.1 	Se puede utilizar cualquier especie de pez o macroinvertebrado que 

pueda mantenerse en ci Iaboratorio par ci perlodo requerido. Deben ser 

abtenidos de areas no contaminadas, a de acuicultivos, y si es pasible 

ser dcl mismo tamao, para este ensayo en particular se prefiere utilizar 

organismos de tamao pequeao. Especies de reconocida resistencia a los 

contaminantes a que reaccionan lentamente con éstos deben evitarse. 
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NOTA: los detalles e instrucciones para el cuidado y mantenimiento de Los 

animales más comón.ente utilizados en los ensayos se presentan en la 

lista de referencias de la sección 2. 

6.2 	Aclimatación a las condiciones del laboratorio 

NOTA 	los laboratorios que se dedican a las ensayos de toxicidad a donde 

se llevarán a cabo una serie de experimentos de toxicidad deberán 

est.ablecer y mantener sstocksu  de animales aclimatados para los ensayos. 

En algunos casos puede que sea necesario conducir experimentos de 

toxicidad imprevistamente y se requiera la utilización de animales no 

aclimatados ; en estos casos debe tenerse especialmente cuidado de que 

las condiciones del ensayo sean similares a las del area de donde se 

obtuvieron los animales. Se debe prestar una atención particular a la 

mortalidad de los animales en el recipiente de control. El hecho de que 

se hayan utilizado animales no aclimatados debe ser registrado y tenido 

en cuenta cuando se considere la signilicación del ensayo. 

6.2. 1 Los animales deberán see transferidos a los tanques 

"stock'4  tan pronto coma sea posible despuês de su captura y mantenerse en 
estas condiciones par un perlodo mInimo de 14 dias. 

6.2.2 Durante el citado periodo 	pueden 	ser 	aclimatados 

gradualmente a la temperatura de los experimentos, teniendo la precaucián 

de que los cambias de temperatura no excedan de 10  C par dia. 

NOTA: Algunas especies son particularmente sensibles a los cambios de 

temperatura y puede que requieran un periodo prolongado de aclimatacián. 

6.2.3 La mayorca de los animales podrán see mantenidos en 

lorma satisfactoria bajo condiciones de iluminacián continua de baja 

intens1dad. Poe consiguiente será conveniente evitar alteraciones de las 

condiciones de iluminaciân p.ej. rápidos cambios de intensidad. Si es 

posible es preferible emplear un regimen de fotoperiodo, p.ej. 14 horas 

de luz y 10 horas de obscuridad (el lotoperiodo deberi coeresponder al 

del ambiente natural de donde provienen los animales). Durante el periodo 

que coreesponde a obscuridad, será sás itil eantener un baja nivel de 

iluminación en lugar de obscuridad total ; de esta manera se facilitarán 

las observaciones. 

NOTA : Algunas especies son sensibles a los niveles de iluminacián y a la 

variari6n de los mismos. A veces ci fracaso en ci mantenimiento de 

animales bajo condiciones de laboratorio se debe a que el regimen de 

iluminacion no es el adecuado. 

6.2.4 Durante el periodo de acli.atación de los organismos 

éstas deben ser observados cuidadosamente y see alimentados con una dicta 

adecuada. 

6.2.5 Si al final del periodo de aclimatacián más del 20 X de 

los organismos han muerto, muest.ran signos de enfermedad o parecen 

moribundos, t.odos los organismos colectados deberán descartarse y ser 

reemplazados poe un nuevo grupo. 

6.3 

Si se juzqa que los animales calectados son aceptables para ci 
ensayo, descartar todos aquellos que estén moribundos, que no se 

alimentan normalmente o que muestran signos de enfermedad a cualquier 

otra anomalia. 
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6.4 	1_e_l1i. 

Los animales seleccionados para 	el 	ensayo 	no 	deberán 	ser 
alimentados por un periodo de 48 horas antes de la iniciacián del ensayo. 

7. CONDICIONES EXPERIPIENTALES 

NOTA : En este métado de relerencia las condicianes experimentales 
requeridas han sido simplificadas tanto coma fue posible. Sin embargo, 
los investigadores deberán estar conscientes de la gran influencia que 
las condiciones experimentales tienen sabre los resultados de las 
ensayos. Consultar las relerencias de Ia sección 2. 

7.1 	1!_e------ 

Cada recipiente utilizado en los experimentos deberá contener coma 
minimo I litro de disolución par gramo de tejido animal y de preferencia 
un volumen de diso1ucin mayor. 

NOTA : Como las disoluciones del ensayo se preparan coma se indica en la 
sección 8, las ventajas de elegir animales pequeos es obvia. Ver también 
7.2. 

7.2 	Aireaci6n. 

Debido a que Ia aireación promueve la evaporacián de sustancias 
valátiles es preferible no airear las recipientes durante el ensayo. 

NOTA : Coma el experimento solo dura 24 horas, los animales pequeas 
pueden ser mantenidos en Forma satislactoria si el volumen de las 
disoluciones es suficient.e. 

7.3 

La temperatura del ensayo deberá ser la misma que la temperatura de 
aclimatación (ver 6.2). 

7.4 	Salinidad. 

Verificar que la salinidad de las disoluciones del ensayo no 
dii iera más de 10/oø  de la del aqua de mar normal. 

7.5 	R d t  

Verificar que el pH de las disoluciones del ensayo no difiera más 
de ± 0.05 del pH del aqua de mar normal. 

7.6 	Iluminaci6n. 

Las condiciones de iluminación debern ser 	las mismas que las 
utilizadas durante el proceso de aclimataci6n. 

B. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

8.1 	Estimar el volumen total de la disolución de ensayo requerida. 

NOTA 	El volumen de La disoluci6n del ensayc necesaria dependera del 
tamao de los recipientes del ensayo y de l.a toxicidad del compuesto a 
ensayar 	(p.ej. 	l.a magnitud 	a 	la 	cual l.a disolución a ensayar v.a a ser 
diluida). 	A veces se requiere realizar 	pruebas 	preliminares 	para 
establecer el volumen do disoluci6n necesaria. 
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8.2 	F'reparar el volumen necesaria de la disolución de ensaya y los 

extractas de pet.rólea y de las campuestas dispersantes del mismo coma se 

describe en 8.2.2. Para preparar una mezcla de los extractos de petróleo 

y cosnpuesta dispersante proceder como se indica en 8.2.3. 

8.2.1. Transferir 900 ml de aqua de mar, 100 ml de petrleo y 

10 ml del compuesto dispersante a un recipiente de 1 litro de capacidad y 

sin taparlo proceder como se describe en 8.2.3. 

8.2.2. Transferir 900 ml de aqua de mar y 100 ml de petráleo o 

del compuesto dispersante a un recipiente de 1 litro de capacidad sin 

tapar lo. 

8.2.3. Agregar a los recipientes anteriores barras magnéticas 

cubiertas con tTeIlon" y colacarlos sabre agitadores magnét.icos. A3ustar 

la velocidad del agitador de manera tal que el VQrBX en el recipiente no 

exceda más del 25 7. de la distancia entre el nivel del liquido y el fonda 

del recipiente, mezclar par 20 horas. 

8,2.4 Después de las 20 horas detener la agitaci6n y. permitir 

que la mezcla repose par 30 minutas. Se pueden observar dos capas de 

liquido, la inferior contiene las fracciones solubles en aqua do los 

campuestos tratadas. 

8.2.5 Con la ayuda de un sifón de vidrio separar la capa 

inferior de liquido y transferirla a un matraz Erlenmeyer de 1 litro de 

capacidad y taparlo hasta quo se requiera para el bioensayo. 

NOTA 	Con este proceso se abtienen 900 ml del extracta de petróleo 

necesario para el ensaya. Si se requiere un volumen mayor p.ej. 	si el 

material no es muy t6xico 0 51 el volumen de los recipientes so 

incrementa, 	preparar volumenes mayores en una serie de recipientes 

similares y agitarlos al mismo tiempo. 	En estos casos las Iracciones 

solubles en aqua deberán ser mezcladas antes de ser utilizadas para 

asegurar su homogeneidad. 

NOTA : Si el petr6leo aol compuesto dispersante provienen de un 	"stock's 

de material de referencia coma so describe en 4.2 descartar el resto de 

la alicuota después de su usc pues no debe ser utilizada para otros 

experimentos una vez que ha estado epuesta al aire. 

8.3 	Preparar una serie de diluciones en aqua do mar do las fracciones 

solubles en aqua de los compuestos a ensayar. Es conveniente preparar do 

cinco a seis diluciones más el control, siguiendo una serie logaritinica, 

1 7., 2 7., 5 7., 10 7., 20 7., y 50 7.. Tambin es jti1 preparar 

diluciones con concentracionos de las compuestos a ensayar más cercanas, 

p. ej. 1 7., 2 7., 5 7., 10 'I., 15 7., 20 7. y 30 7.. 

NOTA 	Es a menudo necesario hacer algunas pruebas preliminares para 

determinar el rango apropiado de las concentraciones do los compuestos a 

ensayar, con el propsito do quo a Ia concentracin más alta todos los 

animales mueran dentro do las 24 horas del ensayo y que a Ia 

concentraci6n más baja la maycria de los animales sobrevivan. 

8.4 	Transferir l.a cantidad necesaria de cada diluci6n de ensayo a cada 

uno do los recipientes experimentales. 

8.5 	Colocar 	10 animales en cada uno de los recipientes y anotar l.a hera 

de iniciaci6n del ensayo. 
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8.6 	Dejar que ci ensayo proceda sin perturbación alguna par 24 horas y 

al 	final de este periodo contar y registrar la sortalidad de los animales 

en cada recipiente. 

NOTA 	Para los propósitos de este ensayo, la muerte de un animal se 

define coma La cesación permanente de todo .ovimiento espontáneo o la 

falta de respuesta a un suave estumulo mecánico, p.ej. tocando al animal 

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

ciertas especies, pej. algunos soluscos, en los cuales la muerte es 

dificil de determinar. En todos los casos el criteria para deuinir La 

muerte de los orqanismos deberá ser claramente establecida. 

NOTA : En algunos ensayos es posible observar ci desarrollo de una alta 

turbidez, en tales casos debe tenerse especial cuidado cuando se cuentan 

los animales. 

9. ANALISIS DE LOS DATOS 

9.1 	Preparar una tabla donde se muestre el porcentaje de mortalidad 

después de 24 horas para cada una de las diluciones ensayadas, un ejemplo 

se presenta en la labia 1. 

NOIA : No deberá registrarse mortalidad alguna en el control pues esto 

invalida ci experimento y coma consecuencia deberá repetirse. 

9.2 	Usando papel para gráficos logaritmo-probabilidad trazar un gráfico 

del porcentaje de mortalidad después de 24 horas (escala de probabilidad) 

en funcin de Ia dilución del compuesto ensayado (escala logarItmica) 

como se muestra en La Fig. 1 ; no lievar al grMico las valores de cero y 

100 7. de mortalidad. 

NOTA 	Una muestra del papel para qráficos logaritmo-probabilidad se 

incluye en este manual. 

9.3 	Examinar los puntos marcados en la linea del grafica, 	debe haber 

par lo menos tres puntas sobre la linea, uno de ellos debe corresponder a 

una mortalidad mayor del 50 7. y otro a una mortalidad menor que el citado 

valor, exciuyendo los valores de cero y 100 7. de mortalidad. Si este no 
es el caso se debe considerar La repetición del experimento usando rangos 

diferentes de las diluciones de ensayo. 

9.4 	Ajustar, a ojo una linea entre los puntos marcados en ci gráfico. 

9.5 	Prabar La bondad de ajuste de La linea de acuerdo con el siguiente 

pr-aced imiento. 

9.5.1 Tabular los valores de la mortalidad 	observada 	y 

aquellos de los valares gEgyistos para cada punto en el gráfica. 

NOTA 	: 	La 	mortalidad observada es aquella registrada durante ci 

exoerimento, la mortalidad R[gyi st a se determina de la linea del gráfico 
coma se muestra en la Fig. 1. 

9.5.2 	Usando 	el 	nomograma de la Fig. 2 determinar la 

contribución de los valores de jj 2  para cada punto de La linea 	(ver labia 

21.  

9.5.3 Determinar el valor total de Ji 2  y mu1tiplcar10 par ci 

numero de animales utilizados en cada recipiente (narmalmente 10). 
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9.54 Detersinar el nómero de grados de libertad, esto está 

dada par N-2 donde N es el numero de diluciones ensayadas. No incluir al 

control en este cálculo. 

9.5.5 Si el valor de Ji 2  calculado coso se indica en 9.5.4 es 

senor que el valor correspondiente en la labia 2 la ilnea tiene buen 

ajuste y ci análisis se puede continuar coso se describe en 9.4. 

labia 1 : E.jespla, usanda datos hipotéticos, del análisis de los 

datos descritos en la sección 9 (ci gráfico correspondiente se suestra en 

la Fig. 1). 

Dilución 	NO de anisales 	Mortalidad 	Mortalidad 	Contribucián 

de la 

Fracci6n 	ensayados 	Observada 	Prevista 

Soluble 

en 	 X 	X 	aJi 2  
aqua X 

Control 10 0 - - 

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 ci nusero de animales ensayados a cada dilución es igual a 10, 

el valor de Ji 2  de la linea de la Fig. I es 0,042 x 10 = 0,42. El nósero 

de diluciones ensayadas es igual a 6, excluyendo el control, por Ia tanto 

ci nósero de grados de libertad es (6-2) = 4 (ver 9.5.4). tisando la labia 

2 se puede constatar que el valor crItico para Ji 2  con cuatro grados de 
libertad es 9,49. Dado que o,42 < 9,49, se considera que la linea de la 

Fig. 1 tiene un buen ajuste. 
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FIGURA 1 : Estimación de los valores de 'LC50" para 24 horas coma se 

describe en La Sección 9. En est.e ejemplo los datos de la labia 1 han 

sido ilevados al qráfico par el método indicado. Note que los valores 

para cero y 100 i.  de mortalidad no han sido incluidos. Los valores para 

"LC16, MLC50M, y "LC84" se obtienen de Ia linea coma lo muestra el 

diagrama. Para probar La bondad de ajuste de La linea (ver 9.5) es 

necesaria conocer los valores de La mortalidad observada y los de La 

mortalidad prevista para cada una de las diluciones dcl coapuesto 

ensayado. La mort.alidad p Egyista se determina de La linea del gráfico 
cowo Se indica en el mismo. 
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FIGURA 2 ; 	Nomograma para La determLnaczon de Ji 2  (vet' 9.5.2). Para el 

usa de este namograma trazar una linea recta (a utilizar una regla) 	que 

conecte el 'h del electo previsto (sabre el eje de la izquierda) can el 

valor de la dilerencia entre los parcentajes observados y previstos 	(eje 

central). 	Continuar con el trazado de La linea hasta intersectar el eje 

de Ji 2  a la derecha del diagrama. El valor de Ji 2  se determina en La 
intersecci6n. 

En el ejemplo del diagrama la mortalidad pEqyista es del 30 X y Ia 

mortalidad observada es 25 X ; par consiguiente el valor de Ji 2  es 0.012. 

Recordar que el valor de Ji 2  deberá multiplicarse par el numero de 

animales ensayadas a cada diluciàn ( vet' 9.5.3) y que deberá ser sumado a 
los otros valores de .ii 2  calculados de manera siiiilar para Los otros 

puntos de La representaci6n grálica (ver 9.5.3). 
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labia 2 : Valores de Ji 2  para p = 0,05. Si los valores calculados para 
jj 2  (p.ej. Fig. 1) por el métoda descrito en la secci6n 9.5 es menor que 
el indicado en esta tabla, para el n(imero apropiado de grados de libertad 

(ver 9.5.4), ci aust.e de la linea es bueno y poe io tanto el valor de 

NLCSOI y el 95 7. de sus ilmites de conuianza puede calcularse coma se 
describe en la seccián 9. 

Grados de Libertad 	Ji 

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 

Si el valor de Ji 2  de la linea es igual o mayor que ci valor 
correspondient.e indicado en la labia 2 la linea no tiene buen ajuste. En 
estos casos será necesario trazar una nueva linea y probar su bondad de 

ajuste, cont.inuar con este procedimiento hast.a lograr una ilnea con buen 

aj uste. 

NOTA : En algunas casos no es posibie obtener una linea con buen ajuste y 

poe La tanto el anáiisis no puede continuar. Se recomienda repetir ci 

experimento usando Si es necesario un rango diferente de diluciones. 

NUTA : Cuando la imnea obtenida tiene buen ajuste es conveniente trazar y 

probar otras ilneas hasta lograr una iInea que produce el menor valor de 
ji 2 

9.6 	Dc la representacin grafica determinar los valores de NLCI6M, 

HLC50II, y "LC84" coma se muestra en Ia Fig. 1. 

9.7 	Calcular S pendiente de la linea, donde 

NLC84K 	HLC50I 

+ 
"LC50 	"LC16 

5= 

2 

98 	Determinar ci valor de N que se define coma ci nómero de animales 

ensayados donde las mortalidades @L gyistas se encuent.ran entre 16 7. y 84 

•1.. 

NOTA : En Ia Fig. 1 y en la labIa 1 hay cuatro puntos que representan 

recipientes de ensaya donde La mortalidad pEpyista se encuentra entre 16 

7. y 84 7.. Par 10 tanto N = 4 x 10 = 40, consideranda que 10 animales 

lueran ensayados en cada recipiente. 
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9.9 	Calcular 1, dande 

	

2,77 log 

J 	
2,77/V' 

	

I antilog ------- 1 	S 

\v  
9.10 Calcular los limites de conlianza superior e inferior de LC50  para 
24 horas. 

Limite de confianza superior = "LC50" x I 
Liaite de confianza inferior = *ILC50 / f 

9.11 Para determinar si una sustancia ci màs tóxica que otra (p.e,j. si 
un compuesto dispersante de petróleo es ss tóxico que ci material de 

referencia, o si el citado dispersante ci mgi a menos táxico que ci 

petróieo a ensayar), examinar los dat.os obtenidos en los ensayos con las 

dos sustancias. Si los limites de confianza se solapan las sustancias no 
dilieren de manera significativa en su toxicidad, ii por ci contrario los 

ilmites de confianza no se solapan una de las sustancias ci más txica 
que la otra. 

NOTA : Si un estándar de petráleo o del compuesto dispersante se compara 

con un nuevo material ambos deben ser ensayados simultárieaaente. Los 

resultados de ensayos previos con ci material estándar no podr&n ser 

comparados con validez con resultados de ensayos mAs recientes. 

NOTA : Esta simple prueba de signilicación no ci suficiente cuando 
hacen un gran nusero de comparaciones. Coma ci ensayo está basado en el 

95 X de los lmites de confianza, coma pro.edio una comparacián de cada 

veinte resulta en conclusiones Falsas. Par e,je.plo en ci caso donde ci 
necesario comparar Ia toxicidad de 6 compuestos dispersantes de petróleo, 
el n4mero de comparaciones que se deben realizar ci 15, aun asi existe %a 
posibilidad de que se obtengan falsas conclusiones. En estos casos rs 
necesario recurrir a otras pruebas de signilicaciân coma la prueba 
Student Newman-Keuls. Esta prueba es descrita en detalle par Reish y 
Oshida (ver Relerencias, secci6n 2). 
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APEND10E A 

Las propiedades uisicas y quimicas del petráleo y de Los compuestos 

dispersantes del mismo crean dilicultades especiales para la 

det.erminación de su toxicidad sobre animales acuáticos. 

El 	petr6leo 	es 	una 	mezcla 	compleja de hidrocarburos cuya 

composici6n precisa es a menudo desconocida. Los compuest.os dispersantes 

de 	petráleo, 	por otra parte, contienen det.ergentes disolventes de 

hidrocarburos y otros 	compuestos 	qulmicos 	tales 	como 	compuestos 

emulsionantes 	y 	de 	estabilizacián. 	El petróleo y los compuestos 

dispersantes tienen muy baja solubilidad en agua, pero cuando son 

agitados en ella Forman emulsiones que generalmente no son estables, 

p.ej. las propiedades fisicas variarán con el tiempo. En efecto el 

propósito de los compuestos dispersantes es el de promover la formación y 

estabilizaci6n de emulsiones petróleo-agua. Determinar la toxicidad de 

estas emulsiones no es tarea simple par varias razones, especialmente si 

se desea expresar Ia toxicidad de estos compuestos en términos 

convencionales tal como La concentracián media letal (LC50) en unidades 

de peso pot' volumen 

En primer t.érmino debemos considerar que la toxicidad de estas 

emulsiones depende fundamentalmente del tamao de las gotit.as formadas en 

Ia emulsion, esta a su vez depende del tipo y la clase de energia 

aplicada en La agitaci6n de la mezcla para lormar Ia emulsiOn. En segundo 

término est.as emulsiones son inestables y su toxicidad varia con el 

tiempo. Finalmente el pet.rOieo y Los compuest.os dispersant.es del usia 
contienen fracciones de hidrocarburos ligeros (volOtiles) que tienden a 

evaporarse en un cort.o plaza. Estos componentes volátiles son 

generalmente de alta toxicidad y coma consecuencia la toxicidad de las 

emulsiones cambiarO rápidamente. 

Estos tres factores indican que la determinaciOn precisa de la 

toxicidad de petr6leos y de los compuestos dispersantes del mismo 

requiere de equipos y procedimientos complejos. Par ejemplo es necesario 

que La emulsiOn sea agitada pot' procesos estándar bien definidos y 

cuidadosamente controlados ; la agitaciOn 5e deberO mantener durante el 

ertsayo de toxicidad en lorma controlada y sin daar a los animales usados 

en el ensayo. La ideal es renovar las disoluciones de ensayo 

frecuentemente y de preferencia par medios automáticos durante ci curso 

del ensayo. El equipo necesario que reune estas caracteristicas es 

dificil de mantener y cost.oso para instalar. 

Es posible a veces obtener resultados con procesos mOs simples, sin 

embargo y a menos que se tomen precauciones especilicas para superar las 

dificuitades descritas anteriormente y considerando las propiedades 

Fisicas y quiuicas de los petrOleos y de los compuestos dispersantes los 

resultados son de poco valor. Es muy probable que difieran grandemente de 

los valores verdaderos y par La tanto son de poco valor práctico. 
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No obstante es necesaria contar con algunos métodos para detersinar 
la toxicidad de petróieos y de los compuestos dispersantes del mismo. En 
el diseao de un método simple es isportante considerar la forma de evitar 
las dificultades anteriorsente descrit.as y asegurarse que los resultadas 
obtenidos tienen uso prâctico. Afortunadamente la contasinacián par 
petróleo y por compuestos dispersantes del mismo difiere de otros tipos 
de cont.aminación debido a la forma en que tiene lugar y par lo tanto la 
informaczón toxicológica necesaria para cada caso. 

En primer término la contaminaciân pot petr6leo y por los agentes 
dispersantes del aisso casi siempre resulta en altas cancentraciones de 
estos cont.aminantes presentes en el agua pero solo par un carto tiempo. 
Par Ia tanto el ensayo de toxicidad de corta duración es el •ãs apropiado 
(en contraste con otros tipos de contaminantes donde las ensayos de cotta 
plaza son de valor suy limitado). En segundo término cuando se produce 
una contaminación pot petr6leo en ci mar los componentes voiftiles del 
mismo se evaporan rápidamente y es la t.oxicidad del material residual la 
que tiene mayor importancia. Es por esta razón que en este método de 
referencia se eliminan los coapuest.os volátiles del petróleo antes de 
empezar ci ensayo. 

En 	la 	práctica no es necesariasente de utilidad conocer la 
toxicidad de los cospuestos dispersantes del petráieo on térinos 
convencionales tal coma ci valor de LC50 en miligramos pot litro. Aparte 
del hecho que este valor es dificil de deterainar con exactitud par las 
razones antes descritas, los cospuestos dispersantes se aplican en ci mar 
después que una severa contaainacián por petráleo ha ocurrido. En Ia 
prâctica por lo tanto es sâs importante conocer si Ia toxicidad dcl 
cospuesto dispersante a Ia mezcla de éste con ci petróleo es mayor a 
senor que la del petráleo contaainante. Es tambien (atil comparar la 
toxicidad de diferentes clases de cospuestos dispersantes de petróieo 
para seleccionar aquel que es menos tóxica. 

En este sétodo de referencia se describe un procedimiento pot media del 
cual es posibie hacer cosparaciones realIsticamente. Sin embargo, no se 
trata de determinar los valoces para LC50 en el sentida convencional y de 
esta sanera se evitan las dificultades técnicas involucradas. 

Debido a que los pasos seguidos en ci análisis de las datos son 
análogos al cálculo de los valores para 1050 ci uso dci térsino LC50 se 
aintiene par conveniencia pero Se le presenta coma NLC50M. Este se 
calcula y expresa en términos del porcentaje de las diluciones de los 
extractos usados en las disoluciones de ensayo coma se indica en 8.2. El 
valor obtenido no es equivalente al valor conventional de LC50 del 
material de ensayo ni su relacián con tal valor es conocida. Es err6neo 
utilizar este método para determinar ci valor de 1050 para petráleos y 
los cospuestos dispersantes del aisso coma se Ic entiende 
canvencionalmente para anisaies acuáticos. 






