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RESUMEN

El presente trabajo conlleva el disefio de un bioensayo de toxicidad aguda
para evaluar la afectacién del cobre en nauplios de Litopenaeus vannamei,
utilizando sulfato cuprico penta hidratado (CuS04.5H20), El bioensayo de 96
horas de duracion sera utilizado para determinar la concentracion letal media
(LCs0). Este bioensayo tendra 96h de duracion, constara de 5
concentraciones de cobre 50, 125, 250, 500, 1000 partes por billén (ppb), se
utilizara agua de mar (34% salinidad). Se usaran 90 ejemplares por ensayo
(3 réplicas de 30 larvas c/u) seran acondicionadas en envases de plastico
con 500 ml de cada solucién. Como control se usara agua de mar a 34%.
Debe esperarse que exista una relacién directa entre la mortalidad de los
nauplios del L. vannamei y la concentracion de cobre para los distintos

periodos de exposicion y con los resultados se calculara la concentracion



letal media del cobre LCso0 a 24h, 48h, 72h y 96h con el uso de un probit

analisis.
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INTRODUCCION

El sector camaronero se ha convertido en uno de los ejes dinamicos en la
economia ecuatoriana, este ha necesitado el incremento de nuevas técnicas
para controlar las mortalidades del camardn. Algunos de los factores que
intervienen en la sobrevivencia del camarén es el tipo de clima de la region

en la cual se hace el cultivo y la luminosidad (1),

El cobre ha sido utilizado en la acuicultura para el control de algas y parasitos
en los peces durante mucho tiempo y con una gran efectividad, sin embargo
existe una pequefa linea entre el tratamiento que requiere el organismo vy
una sobredosis que puede matar al mismo. en esta investigacion mostramos
los efectos toxicos del cobre y sus posibles incidencias como metal pesado

en la produccion del camarén Litopenaeus vannamei (2).

La liberacion de desechos en el ecosistema se produce como consecuencia
de un gran desarrollo en los procesos de industrializacion en el mundo

actual, muchos de estos desechos se los considera muy toxicos hacia



diferentes organismos que viven en el sistema acuatico, como ejemplo los
iones de metales pesados, estos se encuentran en baja abundancia y estan

biolégicamente activos (3).

Este trabajo presenta un disefio de bioensayo de toxicidad aguda del cobre,
como sulfato de cobre en solucion, en el primer estadio larval (nauplio) del
camaron Litopenaeus vannamei, con lo que se calculara LC50 a 24h, 48h,
72h y 96h. Entre los resultados deseados encontraremos los LC50 y limites

de confianza de las constantes. (3) (12).

Asi mismo, se analizara los efectos subletales que ocasiona el cobre en los

nauplios de camarén (12).

El objetivo general de este proyecto sera el disefio de un bioensayo de
toxicidad aguda para la obtencion de resultados para el célculo de los LC50 y

EC50 utilizando el método probit.

Objetivos Especificos:

a) Determinar los efectos subletales del cobre en el camaron.

b) Calcular LC50 del cobre a 24h, 48h, 72h, 96h.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Litopenaeus vannamei
El L. vannamei se encuentra dentro de la siguiente clasificacion taxonémica:
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Crustacea
Clase: Malacostraca
Orden: Decapoda
Suborden: Dendrobranchiata

Familia:Penaeidae



Género: Litopenaeus

Especie: Litopenaeus vannamei

El camardn Litopenaeus vannamei lo encontramos en toda la costa del
Océano Pacifico, desde México hasta Peru, donde el agua alcanza una
temperatura mayor a los 20°C durante todo el ano. Su habitat por excelencia

son los que reunen las condiciones marinos tropicales.

Los camarones adultos se reproducen y viven en mar abierto, y en su estadio
de postlarva viaja hacia las costas a cumplir su etapa juvenil, mientras que
viven en estuarios, manglares y lagunas costeras cuando se encuentran en
su etapa de adolescente y pre adulta. Los L. vannamei maduran entre los 6 y
7 meses de edad, mientras el promedio de peso para los machos es de 20 gr

y de las hembras desde los 28 gr (3).

Cuando el camaron alcanza entre 30 y 45 gr libera entre 100000 a 250000
huevos de aproximadamente 0.22 mm de diametro. Después de 16 horas
ocurre la incubacion, una vez que ya se hayan fertilizados los huevos. En su
primer estadio, la larva, llamada nauplio, es fototactica positiva y se mueve
intermitentemente. Los nauplios se nutren de su vitelo embrionario al igual
que los nauplios los siguientes estadios (protozoea, mysis y postlarva)
conservan su movilidad del plancton, cambian su alimentacion a zooplancton

y fitoplancton. Las postlarvas (PL) después de 5 dias cambian su dieta



alimenticia, se retiran a las costas, llevados por las corrientes y comienzan a

alimentarse de crustaceos, bivalvos.

Penaeus (Litopenaeus®) vannamei Boone, 1931 [Penaeidae]

Fuente FAO

Figura 1 Camarén Litopenaeus vannamei

1.2 Micronutrientes

Es indispensable algunos metales traza como el cobre, magnesio,
hierro, cobalto y zinc, ya que estos funcionan como micronutrientes que
actuan en numerosas enzimas como co-factores, pero en altas

concentraciones el cobre, zinc y hierro presentan una toxicidad perjudicial (4)



Si los niveles de exposicion y concentracion de los metales, abarcando
también los micronutrientes, son suficientemente elevados, estos

virtualmente se vuelven téxicos para cualquier organismo viviente (5).

En el agua de mar encontramos al cobre en su estado natural en
concentraciones de alrededor de 2 pg por litro o parte por billén, esto es
relativamente baja, puesto que es de 7 ug por litro, en el agua de los rios (5).
Algunos metales pesados como el cobre pueden ser bioacumulados por
algunos organismos filtradores, mediante el proceso de concentraciéon
biolégica y en los macroinvertebrados pueden alcanzar diferentes érdenes

de magnitud (6).

La asimilacién corresponde a la formacion de complejos mas las sustancias
organicas, dificultando su excrecion. En el hepatopancreas y la sangre se
concentra la mayor proporcion de cobre en los crustaceos decapodos, este

forma parte del colorante respiratorio o hemocianina (7).

1.3 Cobre

El cobre, como sulfato de cobre, se considera un fuerte alguicida y
plaguicida, por su estructura como metal pesado. Los factores ambientales y
la calidad de agua determinan cuanto y por cuanto tiempo el cobre va a estar
biolégicamente disponible en el cuerpo de agua. También se lo usa ya que

no cambia el color del agua, ademas se lo emplea para la inferencia de la



muda en ciertos decapodos como el camaron y langostino y para el control

de una perjudicial vegetacion acuatica (3).

El cobre adquiere una gran importancia por sus diferentes usos en la
industria como por ejemplo en los intercambiadores de sistemas de
enfriamiento de las plantas atdbmicas que usan agua de mar, ya que se
utiliza como antifouling la aleacion cobre-niquel en los intercambiadores de
calor (4). Ciertas propiedades biocidas se encuentran en las sales de

abundantes metales pesados (6).

El cobre es un elemento acumulativo que se puede presentar en aguas que
proceden de minas o en los residuales de diferentes industrias,

escurrimientos de la agricultura o procesadoras de minerales,

El cobre diferira considerablemente su toxicidad aguda dependiendo del nivel
trofico del organismo y a su fase de su ciclo de vida (4). Algunas otras
fuentes que proporcionan cobre son las industrias metalurgicas, fabricas de

pinturas, colorantes, pigmentos contra la corrosion (8).

Son necesarios ciertas cantidades de iones metalicos para que se
desarrollen los procesos fisioldégicos de los organismos, pero un exceso de
estos iones provoca estrés y conlleva a un gran dano del organismo o

también la muerte.



El “metabolismo de los metales” son estrategias adaptivas desarrolladas por
los organismos, estas pueden incluir la regulacién en los campos de
absorcion, distribucion del metal, como este afecta su metabolismo y su

posterior excrecion (4).

La especificidad quimica del cobre y su actividad iénica demuestra estar mas
relacionada con su toxicidad, en lugar que a la concentracion total o
diferentes combinaciones de otros metales (9). Las sustancias quelantes,
tanto sintéticas como naturales disminuyen la toxicidad del cobre si existe

una presencia o adicion de esta. (4).

Al realizar un estudio de toxicidad en una especie de importancia en nuestra
pesca y esencialmente en la acuicultura permite que tenga mayor relevancia
(10), ya que es necesario llevar un control de calidad de las aguas en los

diferentes estadios del organismo, principalmente para la cria de larvas.

Los estadios de los organismos acuaticos (huevos y larvas) se presentan
muy sensibles por el rapido crecimiento y divisidon celular en el que se

encuentran, estos pueden ser usados como bioindicadores de estrés (4,11).

1.4 Bioensayos como evaluacién de la contaminacién

Para preservar la vida acuatica es recomendado obtener informacién
general para lograr comprender las diferentes respuestas bioldgicas con

respecto a ciertos contaminantes que provocan cierta toxicidad en algunos



organismos. Los toxicologos a través de bioensayos son los primeros que
miden estas respuestas estructurando diferentes metodologias (13); con
diferentes procedimientos y datos, muchos de estos pasados por alto por
otros analistas, son los que permiten analizar estadisticamente sus

respuestas.

Todo bioensayo tiene como fin fijar los limites que nos posibilitan diferenciar
sustancias que se descargan a los afluentes, porque el analisis quimico y
fisico de estas aguas no nos proporcionan la real dimensién de una sustancia

toxica, ni para estimar un potencial toxic en la biota (14).

A través de los bioensayos y sus resultados, se analizan y se procura
establecer diferentes criterios de calidad y usos del agua, ya sea por la ley o

por normas sociales establecidas en los diferentes paises o regiones.

Los bioensayos son pruebas en las cuales un tejido vivo, organismo o grupo
de organismos vivos son usados como agentes para determinar la potencia
de cualquier sustancia fisiolégicamente activa o de actividad desconocida

(14,15).

La toxicidad puede verse alterada por las inter-reacciones entre los desechos
con sus componentes individuales y los diferentes productos minerales que
se han disuelto en las fuentes receptoras. Cada especie muestra diferentes

susceptibilidades a diferentes contaminantes y concentraciones. (14)
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1.5 Usos de los bioensayos

Un bioensayo de toxicidad aguda tiene como objetivo encontrar una
respuesta medible, casi siempre letal, diagnosticando los efectos que las
concentraciones de una sustancia a las que una poblacién en condiciones
vigiladas en un laboratorio ha sido sometida. Para el analisis experimental,
lo mejor es usar el método de respuesta cuantitativa midiendo la
supervivencia numérica y analizar el vinculo entre el efecto y la

concentracion (14).

El analisis estadistico de la curva concentracion vs mortalidad se lleva a cabo
mediante los datos cuantitativos, estos posibilitan el analisis para los

periodos de tiempo y el error del mismo.

Los periodos de exposicion deberan ser precisados antes de comenzar el
bioensayo por lo general son de 24 a 96 horas; dependiendo del material
analizado, ya que en ciertos casos no demuestran, por el lapso de analisis de

tiempo un significativo cambio de la mortalidad en la especie (9,10).

Se recomienda que los lapsos de experimentacion no se limiten al periodo de
exposicién de los organismos a la sustancia analizada, por el contrario se
debe tratar de que se amplien de 5 a 10 dias mas para incorporar en las
observaciones los efectos colaterales y asi mejorar la comprension de cémo
afectaria esto en la naturaleza; para el analisis de cuantos o cuanto fue su

capacidad de recuperarse después de haber estados expuestos a los efectos
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de la contaminacién. Para un analisis mas profundo y global puede incluirse

experimentos fisioldgicos. (10)

1.6 Tipos de bioensayos

1.6.1 Letales o Agudos

Las pruebas en este test se las realiza en un lapso de tiempo < 96 horas. Es
importante conocer la biologia de las especies a evaluarse ya que no todas
usan el mismo tiempo para completar el ciclo, como por ejemplo los protistas,
invertebrados y bacterias. Los ensayos son clasificados por su duracién y no
por la especie utilizada (9).

A través de calculos estadisticos, se presenta la toxicidad como:
concentraciones medias LC50, siempre a un tiempo de < 96 horas (10).

1.6.2 Sub-Letales o Cronicos

Este ensayo tiene como fin demostrar la mortalidad del organismo vy las
posibles afectaciones acumuladas por el contaminante, ya que el tiempo de
exposicion puede ser mayor a 5 dias. (9) Los test crénicos se centran en
resultados sub-letales.

Las concentraciones de las sustancias a probar son estimadas dependiendo
del estadio del organismo, con el efecto del 50% de mortalidad (CE50) hasta
que se pueda producir el deceso y comprobar esa concentracion especifica
(10).

1.7 Ventajas
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Los bioensayos nos demuestran una gran utilidad debido a su bajo costo, de
manera controlada y relativamente simples de implementar, gracias a esto se
puede ejercer un monitoreo completo y observar las causas y efectos de tipo
ambiental a la que una poblacion ha sido sometida (10).

Esto nos da como resultados valores cuantitativos y de porcentajes,
mediante la cantidad de individuos se hace una relacion con la dosis que se
ha suministrado

Con pequenas cantidades de agua o del medio, se puede emular las posibles
afecciones en poblaciones mas grandes.

1.8 Desventajas

Se debe conocer la biologia de cada una de los organismos ya que no existe
una metodologia universal, esto dificulta la observacién de ciertas afecciones
o alteraciones que algun contaminante este provocando del organismo.

El agotamiento de oxigeno disuelto (OD) puede ser consecuencia de la alta
demanda quimica de oxigeno (COD), la demanda de oxigeno biolégico
(BOD) o desechos metabdlicos (10).Posibles pérdidas del toxico a través de
la volatilizacion y/o absorcion en los recipientes de prueba (9,10)

En un bioensayo se trabaja en 6ptimas calidades ambientales mientras los
organismos en su vida silvestre tienen que enfrentar muchas condiciones
medio ambientales muy cambiantes. Durante este proceso los organismos no

se encuentran en su habitad por lo que pueden generar ciertas afecciones
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por el stress u otro toxico que no esta siendo analizado. Si existe un 10% de

muerte en el control se invalida la prueba (10).

1.9 Metodologias para bioensayos

Para el andlisis de la toxicidad del cobre utilizado sobre los organismos
L. vannamei, se utilizaran tres métodos; comprendiendo procedimientos
simples y complejos.

1.9.1 Método rutinario de bioensayos

El APHA (17), es el método mas simple para evaluar en un grupo de una
misma especie la concentracion de una sustancia contaminante. Con este
procedimiento se calcula el LC50, que significa la concentracion letal para el
50% de los individuos que seran sometidos a una experimentacion o a su vez
demuestra la mediana del limite de tolerancia en un periodo especifico de

tiempo.

Por lo general este periodo es de 24, 48 y 96 horas. Las concentraciones de
las diluciones, se expresan como porciento en volumen, para los residuales
industriales y en partes por millon (ppm o mg/l) o en partes por billén (ppb o

Mg/l) para las sustancias toxicas individuales. (17)

En este experimento no debera emplearse animales con sintomas de estrés,
de presentarse alguno sera reemplazado. Todas las observaciones de cada
recipiente seran monitoreadas, principalmente la cantidad de organismos

muertos después de 24, 48 y 96 horas, en las primeras 4 a 8 horas también
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debid hacerse observaciones, para determinar la naturaleza de la sustancia
usada.

Cualquier sefal de anomalia debe ser tomada con el fin de que ayude al
analisis de los resultados. Para evitar la contaminacioén y descomposicion del
agua se deberd retirar los animales que presenten signos de muerte. Las
condiciones fisico-quimicas de cada uno de los recipientes de los bioensayos
deberan ser verificas y anotadas, cada 24 horas, después de que cualquier
organismo muera en las concentraciones de los recipientes, y a la
finalizacién del bioensayo.

1.9.2 Método probabilistico de Bliss (Probits)

Este método (18), se fundamenta en la relacion concentracion- efecto, donde
el logaritmo de la concentracién del contaminante es proporcional a los
efectos y corresponden a una distribucion normal. Una curva sigmoidea se
obtendra si el porciento de organismo muertos tiene relacién con el logaritmo

de la concentracion de la sustancia toxica que esta siendo analizada.

Bliss ejecuto la transformacion de la curva sigmoidea para convertirla en una
linea recta modificando a la escala de las ordenadas a través de unidades
probit. Este sistema de valoracién define la ecuacién de linea de regresion
entre el logaritmo de las concentraciones usadas y los probits de mortalidad.

1.9.3 Modificaciéon de Litchfield y Wilcoxon
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Con la metodologia del método probabilistico de Bliss (19) podemos calcular
la LC50 o LT50 mas la obtencion de los errores estandar y sus limites de
confianza sin embargo es muy laboriosa. Litchfield y Wilcoxon (20) a través
de la sustitucion de los calculos por tres nomogramas acceden a la
estimacion de los limites de confianza de las curvas incompletas o completas

mas los parametros de toxicidad.



CAPITULO 2

BIOENSAYO

Generalidades

Los nauplios del camaron L. vannamei se deberan obtener en
laboratorio autorizado, para obtener especimenes que se encuentren libres
de patégenos y concentraciones de metales minimas. Se debera preparar
una solucion de sulfato cuprico penta hidratado (CuSO4.5H20) que se
diluira con agua destilada. Se medira el pH, oxigeno, salinidad, temperatura.
Los elementos que estan en contacto con el contaminante deberan ser de

cristal, silicona y PVC.

Durante el periodo experimental se medira la concentracion del cobre entre 3
a 4 veces y los valores fueron promediados y usados como resultados de las

pruebas, todos los valores pueden ser anotados en una tabla de control. En
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los tanques de experimentacion se colocaran aleatoriamente los ejemplares,

y se debera tomar su peso al morir 0 al término del bioensayo.

Tabla I. Numero de ejemplares y porcentaje de mortalidad de los

nauplio del camarén Litopenaeus vannamei.

# Organismos
por

Tiempo (horas)

Tratamiento |tratamiento 24 h 48h 72h 96h

Control # Org. muertos
%

50ppb # Org. muertos
%

125ppb # Org. muertos
%

250ppb # Org. muertos
%

500ppb # Org. muertos
%

1000ppb # Org. muertos

%

Se debera determinar la concentracion letal a través de un range finder, esta

a su vez diluida con concentraciones de cobre que equivaldran a 1000, 500,

250, 125, 50 ppb en agua debidamente filtrada y acondicionada con una

salinidad de 33-34% y una temperatura que oscile en los 22 °C.

Como “control” se empleara agua de mar (16). Se realizaran las pruebas de

toxicidad aguda con unas 540 larvas en total, en su estadio de nauplios,
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desde su primer dia de la eclosion. Las larvas seran distribuidas a 90

individuos por cada uno de los 5 diferentes tratamientos, a mas del control.

Cada uno de los tratamientos consistira en tres grupos (réplicas) de 30 larvas
cada uno. Cada una de las réplicas deberan ser acondicionadas en envases
de plastico de prueba con 500 ml de agua de mar al 34%. Ya que en el
estadio de nauplios por su caracter de lecitotroficas, las larvas se alimentan a
expensas del vitelo intracelular, a razén de eso no se suministrara alimento
(16). Los ensayos de toxicidad aguda deberan ser estaticos, sin aireacion y a

las 24 horas un total recambio de la solucion.

A diario el contenido del recipiente se filtrara a través de un tamiz de 77
micrones. Para obtener registros diarios de mortalidad, crecimiento (mudas) y
desarrollo de setas, deberan ser observadas las larvas vivas y muertes con

un microscopio estereoscoépico.

La toxicidad aguda sera expresada en términos de mortalidad, porcentajes, y
numero total a su vez que los diferentes efectos del desarrollo como: muda,
desarrollo de setas, estadio, etc., esto siguiendo las recomendaciones de la

Water Pollution Control Federation (1980).

La toxicidad se indica como concentracion letal media (LC50), es decir, la
concentracion letal que mata al 50% de los organismos que estaran bajo
estudio, mas los valores de los limites de confianza (95% y 99%). Los datos

obtenidos se analizaran mediante software.
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Range Finder

Este nos ayudara a establecer el rango de concentraciones de la
sustancia contaminante a utilizar en el bioensayo, el que incluira la
concentracion que presente 0% de mortalidad y la concentracion con 100%
de mortalidad.

Para esto se dispondra un control y 5 concentraciones test diferentes, con 5
organismos por recipiente durante 96 horas, Las concentraciones a utilizar
difieren en un orden de magnitud son un orden de magnitud diferente la una

de la otra en el range finder ej : 0.01. 0.1, 1, 100, 1000ppb

Se debera realizar una soluciéon Stock de 20 ppt, asi la concentracion sera:
20000 mg/L. El cobre con un peso de 20,00g se debera mezclar con un 1L

de agua destilada. La disposicion

Para decidir el volumen de la solucién que se requiere en 0.5 litros de agua

emplearemos la siguiente formula:
C1V1 = C2V2

_ C2xV2
T

Dénde:

V1 &V2 = volumenes iniciales y finales

C1&C2= concentraciones iniciales y finales.



Concentraciones en 500 ml

1ppb=1ug/I
50 ppb

Vi = o = 0.00000125 L = 1.25 uL
125 ppb

Vi = soomereton = 0.00000312L = 3.12 uL
250 ppb

Vi = e = 0.00000625L = 6.25 uL
500 ppb

1= e e = 0.0000125L = 12.5 uL

1000 ppb

_ 1000ug/L*0.5L
1~ 20000000 ug/L

=0.000025L =25 uL

Control 1.25uL 3.12uL 6.25uL 12.5uL 25uL

Figura 2. Disefno experimental de concentraciones de CuSO4
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Figura 3. Disefio experimental de bioensayo
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CAPITULO 3.

RESULTADOS ESPERADOS
Debe esperarse que exista una relacién directa entre la mortalidad de los
nauplios del L. vannamei y la concentracion de cobre para los distintos

periodos de exposicion.

Se estima que a la maxima concentracion de cobre correspondiente a
1000ppb, existira el deceso del 100%, segun estudios del departamento de
ciencias marinas de Argentina se produce un semejante de deceso en otra
especie de nauplio de camardon Artemesia longinaris, mientras que para la
concentracion de 500 ppb de cobre, el deceso del 100% de los organismos
se dara a mayor tiempo. Asi el deceso de los organismos se dara en un
tiempo mas prolongado a medida que las concentraciones de cobre

disminuyan. (21)
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En el recipiente “control” se estima que exista la mortalidad de alguno de los
ejemplares en un periodo aproximado de 96 horas por falta de aireacién y
alimentacion, y el posible estrés al que esté sometido. Si existe la mortalidad

del 10% en este control el experimento no es valido.

Se espera que la mayor concentracion de LC50 sea en las 24 horas del
experimento y que vaya decreciendo a medida que el tiempo aumente,
debido a que las concentraciones de cobre se vuelven mas toxicas y el
efecto aumenta con el aumento de la concentracion y el tiempo de

exposicion, esto va acorde a la ley de Harber que dice:

Efecto = Dosis X Duracion de la exposicion

Lo que quiere decir que el efecto se incrementa cuando Ila

dosis/concentracion o la duracién de la exposicidon aumentan.

El cobre también debe influenciar en el cambio de estadio de las larvas,
inhibiéndolo y provocando malformaciones, principalmente en las setas y en

la furca caudal, cuyas espinas no se prolongan y se deforman.



CONCLUSIONES PARA EL DISENO DE BIOENSAYO

Para el desarrollo de un bioensayo se debe tomar ciertas consideraciones:

- Se debe realizar un range finder acorde con el bioensayo.

- Optar por una medicion de la dosis constante

- La distribucion de los organismos en el experimento debe ser aleatorio

- La disposicion de los recipientes debe ser al azar

- Se debe de ver o conocer la biologia de la especie para tomar
consideraciones adecuadas para el desarrollo del bioensayo.

- Se debe medir permanentemente y a la misma hora los parametros de
control del experimento.

- Se debe medir a la misma hora lo mortalidad y efectos nocivos en los

organismos.



1.

2.

3.
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