ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL

Facultad de Ingenieria Maritima Ciencias Biologicas,
Oceanicas y Recursos Naturales

“Disefio de Bioensayo Agudo Toxicoldgico con Sulfato de
Cobre en Alevines de Oreochromis sp.”

Proyecto Integrador
Previo a la Obtencion del Titulo de:
Ingenieria en Acuacultura
Presentado por:

Murillo Castro Tatiana Azucena
Erazo Quezada Rosa Elena

Guayaquil — Ecuador
Afio 2015



AGRADECIMIENTO

En primer lugar, a Dios quien nos ha guiado en cada paso de nuestras vidas,
permitiéndonos culminar nuestros estudios universitarios, y alcanzar la meta fijada
desde el inicio de nuestra carrera. Por ser siempre un pilar, guia, ayuda y fortaleza en

cada decision tomada.

A nuestros padres Azucena Castro Proafio, Javier Murillo Plaza, Rosa Quezada
Valle, Jorge Erazo Erazo (+) y nuestros hermanos, quienes estuvieron al pendiente de
forma constante en el desarrollo de nuestro Proyecto Integrador .Les agradecemos
también a nuestros maestros por todos los conocimientos impartidos, no solo en el
desarrollo del proyecto sino también durante toda la etapa académica; especialmente

a la Dra. Paola Calle, por ser nuestra tutora.

Agradecemos también a todas aquellas personas que de una u otra forma, formaron

parte de este proceso educativo.



DEDICATORIA

A nuestros padres y familiares por su apoyo
incondicional en cada etapa de nuestras vidas,
por guiarnos e impulsarnos siempre a culminar

nuestras metas y propdsitos.

A todas aquellas personas que puedan dar buen
uso de la informacién recolectada.

Dedicamos a nuestro grupo de trabajo de
Laboratorio quienes dia a dia contribuyeron
con conocimientos para el buen del desarrollo

del proyecto.

Tatiana Azucena Murillo Castro

Rosa Elena Erazo Quezada



EVALUADORES

Paola Calle, Ph.D. Ana Tirapé, Ph.D.
Directora del Proyecto Evaluadora




DECLARACION EXPRESA

“La responsabilidad del contenido de este Proyecto de
Graduacion, nos corresponde exclusivamente; y el patrimonio
intelectual de la misma a la ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DEL LITORAL”

(Reglamento de Graduacion de la ESPOL)

Tatiana Azucena Murillo Castro Rosa Elena Erazo Quezada




RESUMEN

Esta propuesta de disefio de bioensayo se realizard en 96 horas, usando el compuesto
sulfato de cobre penta-hidratado en alevines de Oreochromis sp debido a que este pez
es de interés socio-econémico en el pais.

Basandonos en estudios realizados anteriormente, se propondrd una metodologia que
nos ayudard al cédlculo de las concentraciones letales para el organismo ya
mencionado. Se presenta detalladamente los procedimientos a desarrollarse como

son: aclimatacion, range finder y la propuesta de disefo.



INDICE GENERAL

RESUMEN ...ttt ettt ettt et sttt sb ettt sbt e bt et e sae e b eanes I
INDICE GENERAL......coouiemiimritmiinesiseesseesssssssss st ssssssssss s I
ABREVIATURAS ...ttt sttt sttt v
INDICE DE FIGURAS ........ouovuiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e sasses s, VI
INDICE DE TABLAS ....cooooiieeeeeeeeeeeeee e VII
INTRODUCCION ....oiimmiirmiimneenseeseeeses s sseesssessss st 1
CAPITULO 1. ASPECTOS GENERALES ........cooviieieieeeeeeeeeeeeeeeseees s 5
| B 5 10 1<) 1 12 o TR 5
1.2 Propdsito de 10S DIOBNSAYOS .....ccevuviieriireiiieeiieeeiieeeireeeiteeereeesireeesereeesiree e 6
1.3 Clases de BIOBNSAYOS ....ccuveieruiieeiiieeiieeeiiee et ettt siee e eree e sbee et eseaaee e 7
1.3.1 Letales 0 AgUAOS. . .uneiit ettt 7
1.3.2 Sub letales 0 CrOnICOS. . ....uuutneit et 7
L4 VENTAJAS ..eeiiiiiiieieeeeeeee ettt ettt e e 8
1.5 DESVENLAJAS ...ttt et e 8
1.6 Alevines de tilapia roja OreoChrOmiS SP. ......cceeecueeveerceeeneieiieneeseeneeeeeee 9

1.7 Biologia y Estructura del OrganiSmo............cccceeevueevieeriiriieniiennienienieeeeen 10



1.8 Taxonomia del OrganiSmO..........cooueruiiiiiiiiienieei e 11

1.9 SUlfato de CODIE.....co.eeiiiiiiiiieeee ettt 12
1.9.1 Caracteristicas Generales. ...........ooueiuuiiiii i 12
1.9.2 Propiedades Fisicas y QUIMICAS. ........ovutiinriiiiiiiieieeeiee et eieeeiaeeineenans 13

1.9.3 Uso de Sulfato de Cobre en Acuacultura.............coooeeeiiiiiiiiiiiiiiiann, 13

1.9.4 Efectos ToXICOIOZICOS. . .uuuuitatt it eete ettt e e e e 14
1.9.5 Efectos que puede producir en el hombre...............cooooiiiiiiiii, 15

1.10  Toxicidad del cobre como metal pesado para los peces. .......cccoceervuveernueeennnn 16
CAPITULO II. DISENO DEL BIOENSAYO......o.cooiiiiiieeeeeeeeeeeeseeseseeeeeseneenes 19
2.1.  Descripcion del Disefio del BIOENSAYO ......cceevvveeriiieiieniiiiieiecieceeereeeeee 19
2.2 Especie UtHzada........c.ccooiiiiiiiiiiiiiiieeeccce e 19
2.3 Materiales y EqQuipos UtiliZados ..........coovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicieeeeceee e 20
2.3.1 Material BiOlOZICO.....c.cueiiiiiiiiiiiiieeieceeeeee e e 20
2.3.2 Materiales de 1abOratorio .........cocueeeiieeriiiiiniiieeeieeete et 20

2.3.3  EqQUIPOS...cuniittiitet ettt see e neeesnee e 22 2 ]

2.4 CONTAMINANLE ...eeiitiiiiiieeitee et ee et e ettt ettt e et eeebeeesibeeesabeeesabeessateesbaeesnaeesanee 22
2.5 MetOdOLOZIA ....veeeiieiiiiiecee e e 22
2.5.1 ACHMALACION ...ttt ettt ettt ettt e st e s e 22
2.6 Pardmetros @ MEdIT.......ccoouiiiiiiiiiiiieieeeiieeete et 23
277 RANEE FINAET ....coiiiiiiiiiiiii et 24
2.8 EINSAYO .ttt e e et 26

2.9  Disefio EXxperimental..........cccccooviiriiiiiiiiiiiiicieceeeeceeeeee e 28



2.10 Método para estimacion de LCS0 .......coouiiiiiiiiiiiiiiiieiceeeeeeeee e 29

CAPITULO III. RESULTADOS ESPERADOS ........coovvoivoieeieeeeeseeeeeesesesesennn. 30
3.1.  Resultados ESPerados.........coocuiiiieriiiiiiiiiiee ettt 30
BIBLIOGRAFIA ..o, 32

AN X O S 37



Cd
°C

cm
Cu
G

LC50

kg
Hg
mg/l
H,O

ppm

pH

SOy
CuSO4.5H20
Vs

Vi

Zn

ABREVIATURAS

% de efecto

Cadmio

Centigrados

Centimetro cubicos
Centimetros

Cobre

Concentracion Final
Concentracion Inicial
Concentracion Letal media
Gramos

Kilogramo

Mercurio

Miligramo por Litro
Molécula de Agua
Numero de individuos
Nimero de organismos muertos o
afectos

Partes por Millén
Potencial de Hidrogeno
Sulfato

Sulfato de Cobre Penta hidratado
Volumen Final

Volumen inicial

Zinc



INDICE DE FIGURAS

Fig. 1 Tilapia Roja (Ore0Chromis Sp) ........ccccocueevueeeiiiiiiniiiiieieiceeesee et 12
Fig. 2 Sulfato de cobre I (CuSO4.5H20) en grano y piedra .........ccceevcveeviveennneen. 13
Fig. 3 Estructura Molecular del Sulfato de cobre II (CuSO4.5H20). .....cccccceeeueenne 13
Fig. 4 Organismo de prueba alevines de Oreochromis Sp. ..........ccccccoceeveveeveeneennncens 20

Fig. 5 Disefio Experimental de Bi0ensayo...........cccecueeviiriieinieniiiinicnieeniceieeeeeeens 28


file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375277
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375277
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375278
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375278
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375279
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375280
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375280
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375281
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375281

INDICE DE TABLAS

Tabla I. Pardmetros Fisicos- Quimicos del agua...........ccooceeiviiiniiiiniiiiniieeiiieenn 13
Tabla II. Caracteristicas Fisicas del Sulfato de cobre...........cocceoviiniiiiiiininiennnn. 17
Tabla III. Valores de CL-50 del Cu en diferentes especies de peces ..........ccocuuee..... 11
Tabla IV. Parametros Optimos para la aclimatacion de organismos 96 horas........ 23

Tabla V. Condiciones de prueba del bioensayo en 96 horas............................. 27


file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375344
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375344
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375345
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375345
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375346
file:///C:/Users/Equipo/Downloads/Proyecto%20de%20Integracion%20final%20FORMATO.docx%23_Toc417375346

Introduccion

El uso generalizado de las sustancias quimicas como el cobre es altamente toxico para
la salud humana; el cobre lo encontramos de origen natural, proveniente de
actividades industriales, productivas y toda aquella actividad que el hombre realice
para la obtencion de un fin, constituyendo asi un serio riesgo de contaminacion al
ambiente circundante (1).

En la industria es necesaria la transformacion de la materia prima, para llegar a un
producto terminado, esto trae como consecuencia la propagacion de desechos toxicos
a los ecosistemas, en la cual estos productos llegan a tener diferentes niveles de
peligrosidad (1).

Los tipos de contaminantes importantes son los que afectan a los recursos naturales
basicos como son; aire, suelo, agua, que inciden directamente a los diferentes niveles
tréficos en el ecosistema (2).

Los metales pesados como; Mercurio (Hg), Cobre (Cu), Zinc (Zn), Cadmio (Cd) entre
otros, se caracterizan por tener una distribucion similar en su nivel electrénico

formando parte de los metales de transicion. La mayoria de ellos son esenciales para



el metabolismo de los seres vivos a bajas concentraciones, pero pueden ser toxicos
para los organismos cuando aparecen a elevadas concentraciones (3).

El cobre (Cu) es uno de los metales pesados de mayor importancia toxicoldgica en la
actualidad, como serio contaminante de ecosistemas acudticos (4). El hecho de que
las algas marinas acumulen contaminante constituye el primer eslabén de la cadena
tréfica ya que los peces se alimentan de estos microorganismos y se produce la
transmision de metales contaminantes a los demds organismos superiores.

El cobre (Cu) como compuestos no biodegradables es absorbido y acumulado por los
peces en los tejidos, e incorporados en la cadena tréfica, como principal consumidor
el hombre, causandole problemas perjudiciales latentes de salud (5). El hombre es el
ultimo eslabon en la cadena trofica por tanto al consumir alimentos contaminados,
bioacumula en su sistema digestivo cierta cantidad de sustancia quimica adquirida por
el animal.

Por lo general los peces son utilizados como indicadores en investigaciones por su
tamafo, biologia y también su répida tasa de reproduccién, ayudando a realizar
modelos experimentales en bioensayo, puesto que estos son adecuados para pruebas
de investigacion toxicoldgica dando asi una respuesta del grado de contaminacion del
medio acudtico. A su vez, presentan diferentes patrones de acumulacion, dependiendo
del metal pesado, la concentracion en el medio y del tiempo de exposicion (25).

En 1997 Robinson y Avenant-Oldewage, realiz6 investigaciones de toxicidad del Cu

en tilapia (Oreocromis mossambicus) di6 como resultado alta acumulacién de Cu



en el higado, branquias, al contario de los misculos estructurales que se observé
bajas propiedades de acumulacion.

La incorporacién del Cobre como metal pesado en peces se da por medio de tres
rutas los cuales son: branquias, deglucién de alimento y con una baja posibilidad en
la superficie corporal (6).

Un método cldsico y efectivo para estudios de investigaciones en el medio acudtico
son los bioensayos, evalian y registrar la presencia o ausencia de efectos toxicos
aparentes de los contaminantes sobre los organismos vivos. Las pruebas letales o
toxicidad aguda (LC50) han sido definidas como la dosis o concentracion de un
agente que produzca la muerte del 50% de la poblaciéon acudtica, en un tiempo
determinado < 96 horas. El LC50 se puede clasificar segin su exposicion este puede
ser de corto a largo plazo, crénico o aguado respectivamente (7).

Debido a las actividades antropogénicas realizadas en nuestro pais, como la industria,
metalurgia, entre otras podemos observar la acumulacion de contaminantes en el
medio estos comunmente desembocan en los sistemas terrestres y acudticos,
contaminando organismos y poblaciones representando un grave problema para la
salud del hombre, ya que la tilapia es considerada como mayor suministro de comida
por ser un nutriente bésico y esencial para la localidad, definiéndolo asi como un
factor muy importante a nivel socio - econémico para el Ecuador.

Con esta informacion recolectada acerca de bioensayos y contaminantes que afectan
directamente a los organismos en el ambiente realizamos una “Propuesta de Disefio

de Bioensayo toxicoldgico agudo con Sulfato de Cobre en alevines Oreochromis sp.”



utilizaremos este organismo para determinar la toxicidad aguda del contaminante
sulfato de cobre.

Este proyecto pretende disefiar un bioensayo que permite evaluar el comportamiento
y dafios en el organismo, cuando esté expuesto a altas concentraciones de cobre.

En el presente bioensayo se plantea el siguiente objetivo general:

Disefiar un bioensayo toxicoldgico agudo con sulfato de cobre para determinar un
LC50 a 96 horas de alevines del hibrido Oreochromis sp y como objetivo especifico.
Evaluar el comportamiento y dafios en alevines de tilapia roja (Oreochromis sp)

durante el bioensayo.



CAPITULO I. ASPECTOS GENERALES

1.1. Bioensayo

Los bioensayos se los utiliza para evaluar efectos de contaminantes o cualquier
sustancias toxicos en sistema acudticos (9) determinando el grado de afectacion sobre
los organismos vivos (10) (11).

Los bioensayos de toxicidad aguda son nada mds que ensayos en los cuales se
cuantifica las concentraciones letales para un organismo denomindndolos
concentraciones letales medias (LC50) y nos da a conocer que dicha concentracion

causa la muerte del 50% de la poblacion experimental en un tiempo establecido (15).

Los bioensayos son esenciales en la creacion de nuevos fiarmacos y en el
seguimiento de los contaminantes ambientales, (3) esto nos ayuda también a
determinar la concentracion de cada uno de los contaminantes nuevos o la
constitucion particular de una mezcla (9). El uso frecuente de los bioensayos es
debido al tiempo de duracién pues son rapidos, sensibles, reproducibles y de poco

costo comercial, esto facilita la investigaciOn para usar un contaminante.



Se debe establecer la estandarizacién tanto en los bioensayos como en las pruebas de
toxicidad, asi se constituye la sensibilidad que podrd tener la especie frente a un
compuesto, y la que tan reproducible es el experimento frente a otro toxico de
referencia (12).

La estandarizacién y calibracién es relacionado con el control de calidad y la
precision que debe alcanzarse en los resultados generados por el bioensayo. Se da esta
determinacion puesto que asi se puede corroborar que los resultados son dados por el

efecto del téxico y no por variantes del medio.

Las dosis de sustancia administradas pueden venir dadas en diferentes unidades de
medida como lo son ppm o mg/l (10). Las repuestas son reflejadas en la aplicacion

de las dosis determinadas pues cada dosis reflejara diferentes resultados (10).

1.2 Propésito de los bioensayos

e Medicion de la actividad de las sustancias.

e [abusqueda del efecto ocurrido por la sustancia

e Determinar la concentracién letal media (LC50) de sulfato de cobre
e Determinar la relacién Dosis- Respuesta

e Definir la sensibilidad de la especie y su secuencia de efecto frente al téxico.



El uso de los bioensayos para la toxicidad de sustancias liberadas al medio como es el
LC50 se ha convertido en herramientas ampliamente utilizadas en el campo del eco-

toxicologia a nivel mundial para conocer los efectos en los diferentes sistemas.

1.3 Clases de Bioensayos

1.3.1 Letales o Agudos

Son pruebas en donde la exposicion se realiza en un periodo < 96 horas. Pero
existen variaciones en cuanto a las especies evaluadas pues no todas utilizan el mismo
periodo para completar el ciclo como por ejemplo las bacterias, protistos y ciertos
vertebrados (13).Es comun categorizar los ensayos por su duracién sin importar la
especie empelada (13).
Por medio de procesos estadisticos, se podré presentar los datos de la toxicidad agua,

sus respuestas pueden expresarse como: concentraciones medias LC50 (15).

1.3.2 Sub-Letales o Cronicos

La finalidad es evidenciar las respuestas de los organismos ante el contaminante y no
debe existir la muerte del organismo ensayado (9). El tiempo de exposicion del
componente es relativamente largo.

Al cabo de un tiempo establecido y dependiendo del estadio de organismo, se estiman
concentraciones de las sustancias a probar, con el efecto del 50% de efectos no letales

(CESO0).



Un ensayo definitivo se podrd usar para considerar un tiempo requerido y producir un

efecto al 50% de los organismos, a una concentracién especifica (14).

1.4 Ventajas

Los bioensayos son método de deteccion, relativamente simple.

. Se pueden emplear para monitoreo de las causas y efectos de tipo ambiental.
. Existen dos tipos de respuestas, cuantitativas y cuantitativas.

. El costo es bajo.

. Se los puede realizar en cualquier lugar libre de microorganismos.

Cualquier organismo puede ser sometido a un bioensayo (19).

1.5 Desventajas

. No existe un bioensayo estdndar o universal.

. No nos informa de manera especifica de ciertos compuestos.

. Limitaciones en cuanto a lugares donde realizar la prueba.

. Gran sensibilidad frente al toxico.

. Muerte de los organismos debido a estrés o antes de dar inicio.

. La prueba se anula si existen organismos muertos en el control (19).



1.6 Alevines de tilapia roja Oreochromis sp.

La tilapia fue distribuida en 1939 originalmente desde Africa y habitan la
mayor parte de regiones tropicales, hoy podemos encontrarla en varios paises como
Meéxico, Estados Unidos, Ecuador, entre otros, por su gran acogida tanto por su valor

social como por su valor comercial (8).

Fig. 1: Tilapia Roja (Oreochromis sp).
Fuente: Escuela Superior Politécnica del
Guayas; (2015).

La tilapia roja posee alto porcentaje de proteina animal por lo que se considera una
especie de importancia comercial siendo cultivado en diferentes paises, la produccién
de tilapia roja abarca alrededor de 1.6 millones de toneladas métricas al afio,

ocupando asi el segundo puesto a nivel mundial (21).
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El Ecuador en el afio 2013, exporto  40.13 toneladas de tilapia roja
aproximadamente, distribuidas de la siguiente manera: EEUU 39.46 t, Holanda

(paises bajos) 0,67 t. (41)

La tilapia es un pez teledsteo, de aguas célidas que habita tanto en agua dulce como
salada, es de fécil adaptabilidad en aguas poco oxigenadas ya que no se afecta su

reproduccion ni su crecimiento (22).

1.7 Biologia y Estructura del Organismo

° Edad de madurez sexual: Machos (4 a 6 meses); Hembras (3 a 5 meses)
. Numero de desoves: 5 a 8 veces el afo.

. Temperatura de desove: 25 a 31 °C

. Numero de huevos/hembra/desove: >100 huevos hasta 1500

. Vida util de los reproductores: 2 afos.

. Tipo de incubacion: bucal

o Rango de pesos en adultos: 600 - 800 g

. Tiempo de incubacién: 3 a 6 dias

La tilapia presenta caracteristicas especiales que marcan la diferencia de otras
especies; familia de los Ciclicos (22).
La tilapia roja es un pez tetra hibrido, que se lo conoce por ser una mutacién albina

entre cuatro especies: O. aureus, O niloticus, O. mossambicus. La tilapia presenta
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caracteristicas importantes como resistencia a bajas temperaturas, es resistente a
enfermedades, mayor capacidad de crecimiento, y color mds estable que aparecid
luego de una década a partir de la generacién de alevines de coloracién rojiza
anaranjada (23). La tilapia posee vitaminas como D, E, complejo B, fosforo, calcio, y

acido folico.

1.8 Taxonomia del organismo
Phylum: Chordata

Subphylum: Vertebrata

Superclase: Gnathostomata
Clase: Actinopterygii
Orden: Perciforme
Suborden: Percoide
Familia: Cichilidae
Género: Oreochromis

Especie: Oreochromis sp.

Condiciones éptimas para el desarrollo normal de la tilapia

Temperatura 26 °C
Oxigeno Smg/1

Ph 7

Dureza 100-170 mg/1
Turbidez 4cm
Transparencia 45cm

Tabla 1. Parametros Fisicos- Quimicos
del agua.

Fuente: clases dictadas por el Marcillo,
Ecuador M.S,c. (2014).
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1.9 Sulfato de Cobre

Este compuesto quimico se deriva del Cobre en la cual forma cristales azules
solubles en agua. El sulfato de cobre (II) anhidro mds agua da como producto sulfato
de cobre (II) penta-hidratado o sulfato cdprico penta-hidratado y una coloracién de

azul brillante muy téxico para el medio ambiente (16).

Fig. 2: Sulfato de cobre I
(CuS04.5H,0) en grano y piedra
Fuente: SOLYSAL.SL; (2008).

1.9.1 Caracteristicas Generales

Una de las caracteristicas del sulfato de cobre es que tiene geometria molecular
octaédrica y es paramagnético, también es llamado como "vitriolo azul" y "piedra

azul"(16, 18).



Fig. 3: Estructura Molecular del
Sulfato de cobre II (CuSO4.5H,0).
Fuente: Deborah Garcia; (2013).

1.9.2 Propiedades Fisicas y Quimicas

Apariencia Cristales azules trasparentes
Punto de Ebullicién 650 °C

Peso molecular 249.686

Olor No tiene y corrosivo al acero
Densidad 2,3 g/cm3

Masa molar 159,6 g/mol

Punto de fusion 110 °C

pH 2

Solubilidad en agua 31,7 a0°C, g/100 ml

Tabla 2. Caracteristicas Fisicas del Sulfato
de cobre
Fuente: FAO, 2003

1.9.3 Uso de Sulfato de Cobre en la Acuicultura
El sulfato de cobre es un compuesto usado en el sector acuicola, con un valor de

2 kg/ha aproximadamente, entre sus usos mds importante tenemos (20):

13
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. Combaten la concentracion altas de fitoplancton en las piscinas.

. Controla moluscos como caracoles en la cual este transmite platelmintos
parasitos en los peces.

. Tratamiento de ctendforos y protozoarios pardsitos como el Ichthyophthirius
multifiliis este es un patégeno que produce puntos blancos.

. Como tratamiento para el hongo Saprolegnia, este tipo de hongo mata los
huevos e invade las heridas de los peces a diferentes edades.

. Controla las cianobacterias ya que estas causan mal sabor en los peces (21).

1.9.4 Efectos Toxicologicos

El sulfato de cobre es un compuesto quimico que se deriva del cobre y por ser este
un metal se encuentra en el ambiente que ocurre naturalmente en varias formas que
favorecen al ecosistema como sales que estd presente: rocas, suelo, agua y aire. En
los individuos es esencial en la absorcion del hierro y sintesis de la hemoglobina
(20).

El sulfato de cobre es utilizado en la agricultura como: fungicida ciprico, nutriente de

plantas como abonos, correccion de deficiencia de cobre en suelos (19).

En la ganaderia como: Suplemento alimenticio, crecimiento, engorde, desinfectante,
germicida, antiséptico y prevencion de bacterias (19).
Industria metalirgica: En solucién para bafios galvénicos, producciéon de circuitos

impresos de cobre, baterias eléctricas, obtencion de catodos de cobre entre otros (17).
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El sulfato de cobre expuesto en altas cantidades se convierte en un téxico peligroso
para los sistemas acudticos (19), en los peces se acumula primordialmente en el
higado (19). El sulfato de cobre es considerado como un téxico para bivalvos y
nemdtodos, es un toxico peligroso en anfibios, abejas, algunas plantas. Para
zooplancton, peces y crusticeos es moderadamente toxico entre alta / baja

concentraciones y no para aves (19).

1.9.5 Efectos que puede producir en el hombre:
Los seres humanos estdn propensos a tener contacto directo a ser expuesto al sulfato

de cobre por medio de la inhalacion e ingestion causando los siguientes efectos (20):

o Sistema cardiovascular: Hipertension

o Sistema gastrointestinal: Vomitos, diarrea, gastroenteritis hemorrdgicas se
asocia con erosion de las mucosas, gusto metdlico, quemaduras en el epigastrio,
afectando el higado y rifién dando lugar la anemia hemolitica.

. Sistema ocular: Producir una fuerte irritacién en los 0jos como conjuntivitis,
inflamaciones, ulceracion.

o Sistema dérmico: En la piel puede producir una fuerte irritacién, picazén o

eczema (20).
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1.10 Toxicidad del cobre como metal pesado para los peces.

En los peces las concentraciones altas de este metal causan alteraciones en los
sitios activos de las enzimas, peroxidaciéon de las membranas ocasionando
modificaciones en las células y tejido hematopoyético,  quimiorreceptores,
mecanorreceptores, entre otros (31, 32).

El LC50 en 96 horas de cobre en perca gigante (Lates calcarifer) juvenil oscilaron
entre 0,27 a 0,41 mg/l, en la cual los peces murieron solo altas concentraciones en
las bajas mostraron signos de estrés (34).

En el bagre (Clarias gariepinus) el LC50 del sulfato de cobre penta-hidratado
(CuS0O4.5H20) dio una concentracién de 70.135 mg/l, dando cambios en la
conducta, en su mayoria se observaron respuestas de locomocién entre los
organismos y mortalidad a la exposicién de las diferentes concentraciones de sulfato

de cobre (35).

Las concentraciones del LC50 de la cachama blanca (Piaractus brachypomus) fue de
094 — 4 ppm en la cual los individuos manifestaron los siguientes sintomas:
hiperexcitacion, letargo y pérdida del eje de nado, aumento moderado en la
produccion de moco a nivel branquial y fatiga, hiperplasia epitelial inter-lamelar,
inter-filamental, e infiltrado de células inflamatorias, primordialmente en los
granulocitos y microscépicamente hiperplasia epitelial inter-lamelar junto con fusion

y severa congestion lamelar (36).
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Pez dorado
(Carassius auratus)
Carpitas cabezonas
(Pimephales promelas)
Percasol verde
(Lepomis cyanellus)
Perca de agallas azules
(Lepomis cyanellus)
Trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss)
Carpa comuin
(Cyprinus carpio)
Lubina rayada
(Morone Soxatilis)
Tilapia
(Tilapia mossambica)
Tilapia
(Tilapia mossambica)
Salmo gairdneri

Fundulus diafanus
Salmo clarki
Lepomis macrochirus
Pimephales promelas
Lepomis gibbosus
Salvelinus fontinalis
Poecilla reticulata
Carassius auratus
Roccus saxatallis
Roccus americanus
Cyprinus carpio
Anguilla rostrate
Lepomis machochirus
Lepomis cyanellus
Pimephales promelas

Salmon plateado
(Oncorthynchus Kisutch)

CLS50 (ng/l
a 96 horas
1380

838
3510
884
135
50000
1000
1520

6000
en48 h
42

840
73,6
1100

75-84
2400- 2700

100

138
300
4000

4000 — 6400

800
6400

884
3510

838
286

°C

18

18

18

18

13

Ppm
CaCO;
272

272

Fuente

Lam et al.,1998
Hughes, 1970

Lam et al.,1998

U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1980
U.S,EPA,1985
U.S,EPA,1985
U.S,EPA,1985
U.S,EPA,1985

Tabla 3. Valores de CL-50 del Cu en diferentes especies de peces.

Fuente: US. EPA. (U.S Department of Interior, Fish and Wildlife Service).
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Es importante realizar un LC50 en tilapia ya que este es un organismo que se exporta
del Ecuador y debe cumplir con requerimientos establecidos por los diferentes paises
a los cuales se exporta. Las tilapias deben cumplir con requerimientos y estdndares de
calidad para poder venderse a otros paises, es por esto que se realiza estudios de
diversos tipos sobre este pez (33). En la tabla 3, nos muestra las concentraciones letal

50 de cobre o efectos de toxicidad en los organismos de agua (33).



CAPITULO I1. DISENO DEL BIOENSAYO

2.1. Descripcion del Disefio del Bioensayo
Esta propuesta de bioensayo de toxicidad aguda, se lo realiza para calcular la
concentracion letal media (LC50) de sulfato de cobre a 96 horas en los alevines de

tilapia roja.

2.2 Especie Utilizada

Para la ejecucion del bioensayo se utilizard una poblacion de 350 alevines de la
especie Oreochromis sp., obtenidos de una misma linea genética, libre de patégenos,
que posean buena coloracion, textura, y su alimentacion haya sido adecuada. Los
alevines a usarse deben permanecer en un ambiente libre de contaminantes. El peso
aproximado de los individuos serd entre 0.9 a 1.1g, con una longitud de 1 a 2.5 cm;

los organismos tendrdn 30 dias de nacido.
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Fig. 4: Organismo de prueba alevines
de Oreochromis sp.

Fuente: Instituto Nacional de Pesca;
(2014).

2.3  Materiales y Equipos Utilizados

2.3.1 Material Biolégico

Alevines Oreochromis sp.

2.3.2 Materiales de laboratorio

e Elementos para pesar (Recipientes
o 30 peceras de vidrio con
y espatulas)
capacidad de 5 litros
e Micro pipetas y puntas

o Mangueras de aire
e Pera de Goma
. Piedras difusoras
e Toalla de Papel
. Compresor de aire
. Tubo de ensayo
. Conexiones “T”

Gradillas

. Recipientes



o Agua Destilada

. Pizeta

. Papel Aluminio

o Guantes

2.3.3 Equipos

. Balanza

o Autoclave

. Medidor Multiparametros

. Medidor de pH

) Camara Neubauer
) Mechero de Bunsen
. Microscopio

° Aireado

Mascarillas
Mandil
Lampara (iluminacién algal)

Agua dulce

21
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2.4 Contaminante

El bioensayo se realizard con sulfato de cobre penta- hidratado (CuS0O4.5H,0)
ya que es su presentacion comercial en la cual es utilizado generalmente en el sector
acuicola para controlar altas concentraciones de fitoplancton y cianobacterias en las
piscinas, tratamientos de moluscos, protozoarios pardsitos y para hongos que mata
los huevos e invade las heridas de los peces (20). El sulfato de cobre serd medido en

unidades mg/1 a diferentes concentraciones.

2.5  Metodologia

2.5.1 Aclimatacion

Los organismos deberdn ser colocados en un acuario con capacidad minima
de 400 litros, se alimentara con balanceado al 45% de proteina de acuerdo a la
biomasa obtenida luego de haber pesado los alevines, se dosificard el alimento dos

veces al dia (37). Los pellets del balanceado poseen un micraje de 0.5 a 1 mm.

Para una 6ptima calidad de agua y adaptaciéon de los organismos se colocard un
sistema de aireacidn, para la extracciéon de materia orgdnica se sinfoniard, los
parametros fisico- quimicos serdn monitoreados periddicamente. El agua que se
extraiga debera ser devuelta a la pecera, previamente pasada por un filtro de 5 pm, asi

se evitard realizar recambios de agua.
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Todo el proceso mencionado se debera efectuar por 10 dias, antes de ser sometidos al
contaminante. Regularmente se estima que un 15% de la poblacién muere durante la

fase de aclimatacion (15).

2.6 Parametros a medir

Los parametros de calidad de agua, deberd emplearse un multipardmetro o en
su defecto o con los respectivos equipos dependiendo del pardmetro a medir,

manteniendo los rangos adecuados de:

Parametro Rangos
Temperatura 24-27°C
Oxigeno disuelto 5-7 mg

pH 6-7
Alcalinidad 50-100mg/1
Dureza 80-100 mg/1
Amonio 0-0.05mg/1

Tabla 4. Pardmetros O6ptimos para la
aclimatacién de organismos 96 horas.
Fuente: Secretaria de Desarrollo Rural
del Estado de Puebla, (39).

Se deberdn controlar los pardmetros de aclimatacién durante todo el bioensayo o el

tiempo que dure el mismo.
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2.7 Range Finder

Previo al ensayo se realizard el ranger- finder, en la cual nos ayuda a
determinar el rango de concentracién del contaminante que serd usado en el
bioensayo final. Se obtendra la concentracién con 0 y 100% de mortalidad que serdn
determinadas en orden de magnitud de 0.01, 0.1, 10, 100,1000 ppm.

Para ello se utilizard de 3 a 5 organismos por pecera y un control con cinco

concentraciones a 96 horas.

Se utilizard una solucién stock con una concentracién de 100 ppm de sulfato de
cobre penta-hidratado en un litro de agua destilada y considerando como referencia
una concentracion de 4 ppm de sulfato de cobre penta-hidratado en alevines con
100% de mortalidad. Para nuestro bioensayo final se utilizara concentraciones de 0.5,
0.86, 1.44, 2.4, 4 mg/l con una solucién stock de 100 ppm en la cual se determinara
el volumen que se necesita para obtener dichas concentraciones en cinco litros de

agua para lo cual emplearemos la siguiente férmula:

C1V1 = Csz
Doénde:
V1 &V, = volimenes iniciales y finales
C,1&C,= concentraciones iniciales y finales.

Concentraciones en 5 litros de agua.

100 ppm=100mg/1
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V= (0.5mg/1)(5000ml) =25 ml
100mg/1
C2= 0, 86 mg/l
v, = (086 me/D(S000mD) _ 4y
100mg/1
Cs=1.44 mg/l
V, = (1.44 mg/1)(5000ml) =72 ml
100mg/1
C4 =2.4 mg/l
V, = (24 mg/H)(5000ml) _ 120 ml
100mg/1
y, = Ume/bEoomD _ 5,

100mg/1

Utilizando la férmula descrita anteriormente los volimenes dados son 25, 43, 72,
120, 200 ml para la obtencion de las concentraciones del sulfato de cobre penta-
hidratado del bioensayo serdn de: 0.5, 0.86, 1.44, 2.4, 4 mg/l en cinco litros de agua.

Para dar inicio al bioensayo los materiales a usarse deberdn ser lavados de manera
correcta: pasando por agua potable en primer lugar, para luego recibir un bafio acido

el cual lo liberara de cualquier detergente o residuos de contaminante que pudiera
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estar en los mimos; al cabo de 24 horas se extraerd del bafio acido los materiales y se

enjuagaran con agua destilada.

2.8 Ensayo

Se utilizard 350 alevines de tilapia roja sin recambio de agua en un periodo de
24 a 96 horas, después de la aclimataciéon del alevin se deberd suspender la
alimentacién 24 horas antes de empezar hacer el bioensayo, el cual se llevard a cabo
en las peceras de vidrio con los organismos distribuidos aleatoriamente. Las peceras
tendrdn una capacidad de 5 litros y contardn con un sistema de aireacién el cual
proveerd aire por medio de piedras difusoras. El bioensayo se realizard en un area
limpia y con una temperatura controlada; se medird los pardmetros fisico- quimicos
cada 12 horas durante las 96 horas, pasadas las 24 horas se adicionara las
concentraciones de: 0.5, 0.86, 1.44, 2.4, 4 mg/I de sulfato de cobre penta-hidratado en
cada una de las peceras para obtener la concentracion deseada para cada uno de los
tratamientos. El sulfato de cobre debera ser colocado de forma lenta. En la tabla 5. Se

mostrara las condiciones del bioensayo.



Factor

Temperatura

Oxigeno disuelto

pH

Amonio

Fotoperiodo

Tipo de bioensayo

Edad de organismos prueba

N° de réplicas por
concentracion

N° de concentraciones incluye
el control

Organismos por pecera
Organismos totales por
concentracion

Alimentacién

Agua de dilucién

Tiempo de exposicion

Condicion

25-26°C

5-6 mg/1

6-7

0-0.05mg/1

12:12 h Luz/oscuridad
Estético

Alevines de 0.9-1.1 g y una
longitud de 1-2.5cm

3

0,0.5,0.86, 1.44, 2.4, 4 mg/l

10
30

No requiere
Agua destilada
96 h
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Tabla 5. Condiciones de prueba del bioensayo en 96 horas.
Fuente: Autores

Se procederda a realizar observaciones a las 24, 48, 72, y 96 horas luego de la
exposicion con el sulfato de cobre, se eliminard los residuos de organismos muertos
en el medio y llevaremos un conteo de supervivencia.

Todo lo observado y desarrollado durante el proceso, de inicio a fin, se registrara en
una bitdcora en la cual serd escrita diariamente con la finalidad de conocer todo el
desarrollo del bioensayo y registrar todos los datos del mismo. La bitdcora serd de

gran ayuda por si existiere algin tipo de error.
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2.9 Diseiio Experimental

Se utilizara en el laboratorio un disefio llamado “bloques al azar” es decir que
distribuiremos las peceras aleatoriamente con sus diversas concentraciones; no se
colocard las peceras linealmente debido a que se puede presentar algin tipo de

contaminacion y nos dieran valores erréneas.

10 Alevines

0.5 Io.ss 144 || ,4 4 c

T

CONCENTRACIONES DE
CuSO45H20EN mg/l

10 alavines con S litros de agua en cada pacera

b e ]

s || [

[

reol | ) O ) ) e

Temperatura
. | | Oxigena disuelto
Rep2 ‘ T ‘ | pH
- ) . e . .. e

| | | | | |
rep3 | N ) ) Y e e |

Fig. 5. Disefio Experimental de Bioensayo

Fuente: Autores
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Los datos que proporcionard el bioensayo se analizardn por medio del andlisis
estadistico Probit que nos permitird calcular la concentracién letal 50 de cobre en

alevines de tilapia roja.

2.10 Meétodo para estimacion de LC50

El método Probit es utilizado comtinmente en las pruebas de toxicidad aguda LC50,

sus respectivos limites de confianza al 95% y se lo calcula mediante la férmula:
p=(%)x 100

n = nimero de individuos

r = nimero de organismos muertos o afectos

p = % de efecto

El andlisis estadistico Probit ajusta los datos de mortalidad por medio de una técnica
de probabilidad en la cual estima valores alcanzados con una distribucién logaritmica

de tolerancias (36).



CAPITULO IIL Resultados Esperados

3.1. Resultados Esperados

Los controles deberan mantener el 90% de sobrevivencia en todo el bioensayo
para que este sea valido; si existiera la muerte de al menos el 10% de organismos del
control, se descarta el bioensayo.

En la pecera de control se espera observar a los alevines desplazdndose en toda la

columna de agua con reacciones rapidas a estimulos fisicos.

Esperamos observar los siguientes resultados:

La actividad natatoria y la tasa de sobrevivencia serdn los principales factores

afectados conforme se aumenta la concentracion del contaminante.

El sulfato de cobre provoque un pequefio cambio en el movimiento natatorio del pez,
el mismo que podria ser erritico o en circulos, o quizds golpearse con los bordes de la

pecera.
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Tener mortalidades en los organismos expuestos a diferentes concentraciones de
sulfato de cobre a excepcién de 0.5 mg/l; asi mismo se estima que las reacciones
serdn lentas hacia cualquier estimulo y el 100% de mortalidad en los organismos
expuestos a 4mg/1 de sulfato de cobre.

Finalmente los organismos probablemente presentardn un total letargo, escasez de
actividades natatorias, una reaccién muy pobre en los estimulos mecdnicos, signos de
desesperacion ante el contaminante sometido y no realizardn movimientos con sus

aletas.
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ANEXOS



ANEXO A

Bitacora de parametros ambientales Fisico- Quimico del agua para la Aclimatacion:

Nombre Laboratorio:

Nombre del Encargado:

Fecha:

Hora N° de N° de
Pecera Organismo

Temperatura
(O

Conductividad eléctrica
(uS/cm)

Turbidez
(UNT)

oD
(mg/ L)

Alcalinidad
(mgCaCOy/L)

% OD
(mg/L)

pH

Dureza Total
(mgCaCOy/L)

Observaciones :

BE



ANEXO B

Bitacora de Resultados de la prueba de toxicidad de alevines de Tilapia Roja (Oreochromis mossambicus)

Nombre Laboratorio:

Nombre del Encargado:

Fecha:

Concentracion
Muestra del
CuS04.5H20 (mg/L)

Replica 1

Replica 2

Replica 3

Niam. Nuim.
Inicial Final

Nim. Nim.
Inicial Final

Nim. Num.
Inicial Final

Promedio de
Alevines vivos

%
Mortalidad

Desviacion
Estandar

Control
Positivo

Control
Negativo

1

Observaciones:

6E






