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RESUMEN

En este articulo se realizan ensayos ecotoxicoldgicos con el objetivo de inferir el
efecto que los residuales de micotoxinas pueden tener sobre el ecosistema a partir
del efecto que produzca sobre una poblacién de organismos que forme parte
fundamental de la cadena tréfica. Los ensayos ecotoxicoldgicos en Brachidanio
rerio, demostraron que la mortalidad fue del 100% de los peces en las
concentraciones 10, 20 y 30 % del residual solido y en el 5 % en el caso del
residual liquido. En el estudio con Eisenia andrei existid repelencia en los cuatro
tratamientos durante las primeras 24 h indicando que la concentracién y toxicidad
del residual son proporcionales. También se demostré que la CLsy estd estimada
entre 1,5 g y 2.0 g del residual sélido. Al evaluar las distintas concentraciones del
residual liquido (0.1, 1, 10, 100 %) en el experimento de la Artemia sp, se pudo
observar que existe una relacidon directamente proporcional entre la mortalidad vy
los niveles de concentraciones probados; evidencidndose el maximo efecto a partir
de la concentracién del 1 % con un 100 % de mortalidad. Quedando demostrado
que los residuales obtenidos en la técnica de micotoxinas tienen efectos toxicos
tanto para los medios acuaticos, como para los terrestres.

Palabras claves: micotoxinas, ensayos ecotoxicoldgicos, artemia sp,
concentracion letal.
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ABSTRACT

In this article ecotoxicological tests are performed in order to infer the residual
effect of mycotoxins may have on the ecosystem from the effect it produces on a
population of organisms that form a fundamental part of the food chain. The
ecotoxicological tests on Brachidanio rerio, showed that mortality was 100 % of the
fish at concentrations 10, 20 and 30 % of solid waste and 5 % in the case of
residual liquid. In the study with Eisenia andrei repellency existed in the four
treatments during the first 24 hours indicating that the concentration and residual
toxicity are proportional. It was also shown that the LCs is estimated between 1.5
g and 2.0 g of residual solid. When evaluating the different levels of residual liquid
(0.1, 1, 10, 100 %) of Artemia sp experiment, it was observed that there is a direct
relationship between mortality and the concentration levels tested, evidencing the
maximum effect from the concentration of 1% with 100 % mortality. This clearly
demonstrates that the residuals obtained in the art of mycotoxins are toxic to both
aquatic and for the land.

Keywords: mycotoxins, ecotoxicological tests, artemia, lethal concentration.

INTRODUCCION

En el articulo anterior (parte I), los autores expusieron la determinacion a través de
los métodos fisico-quimicos de los parametros mas significativos en el analisis
medioambiental de los residuales de micotoxinas. En el presente articulo se
completa la evaluacion medioambiental mediante el empleo de ensayos
ecotoxicoldgicos.

Es de mucho interés en la Toxicologia actual el estudio de los efectos sobre la salud
humana de la exposicion a bajas concentraciones de sustancias quimicas. Esta
exposicion a bajos niveles muchas veces estd relacionada con la aparicion de
efectos crénicos y con el desarrollo de enfermedades aparentemente no vinculadas
a factores toxicos. Uno de los grupos de sustancias a los que mas atencion se les
brinda a nivel mundial en la actualidad es el de las micotoxinas.

Los residuos generados por el Laboratorio de Quimica Analitica del Centro de
Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED) contienen micotoxinas y son vertidos sin
tratar al medio ambiente.

En este articulo se realizan ensayos ecotoxicoldgicos con el objetivo de inferir el
efecto que los residuales de micotoxinas pueden tener sobre el ecosistema a partir
del efecto que produzca sobre una poblacion de organismos que forme parte
fundamental de la cadena trofica (bacterias, algas, invertebrados, peces).

Los efectos bioldgicos que se producen en los ensayos se pueden definir de varias
formas, que van a ser los parametros que se utilicen para determinar la toxicidad.
A continuacién se definen dos de los parametros mas usados:
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1. Concentracion efectiva (CE,): concentracion del efluente que produce efectos
negativos apreciables en un porcentaje "x" de la poblacion de ensayo. Se usa el
CEsgo ECsp, que seria la concentracion efectiva que afecta al 50 % de la poblacion.

2. Concentracién letal (CLy): concentracién del efluente que produce la muerte de
un porcentaje "x" de la poblacién de ensayo. Se usa el CLsp0 LCso, que seria la
concentracion letal que mata al 50 % de la poblacidn.

Para emplear y utilizar los resultados de los ensayos de toxicidad se emplean las
unidades de toxicidad (UT), que son las que se utilizan como criterio base de la
normativa.

FUNDAMENTACION TEORICA

Los contaminantes quimicos generados y vertidos al ambiente pueden causar
efectos muy variados, ya sea sobre los organismos aislados (efectos toxicos), o
sobre los ecosistemas y el equilibrio ambiental general (efectos ecotdxicos) los
cuales pueden ser inmediatos o a largo plazo y afectar generaciones posteriores.
Asi como efectos adversos de tipo estético, econdmico, social y politico. Por lo
general ocurren en lugares cercanos a la fuente de contaminacién (efectos
microambientales). También pueden ocurrir en sitios remotos y tienen mayormente
implicaciones globales (efectos macroambientales).

La evaluacién medioambiental es un concepto de gran importancia y a la vez muy
complejo. Son muy numerosos los métodos existentes para llevar a cabo el
muestreo y el analisis de muestras ambientales, recurriéndose habitualmente a
criterios internacionales de origenes diversos. La evaluacion implica la utilizacién de
numerosas herramientas con el objetivo Ultimo de conocer y valorar una situacion,
permitiendo el posterior planteamiento de actuaciones. Los métodos concretos vy
técnicas mas usadas en la determinacidn de los parametros mas significativos en el
analisis medioambiental son los métodos fisico-quimicos y los métodos bioldgicos.

Dentro de los métodos fisico-quimicos se emplean técnicas quimicas y técnicas
instrumentales.

Por métodos biolégicos de analisis medioambiental podriamos entender todos
aquellos métodos que emplean organismos vivos o elementos de éstos con el fin de
evaluar la contaminacién de un entorno concreto. Se pueden establecer tres
grandes grupos de ensayos bioldgicos:

- Ensayos toxicolégicos.
- Exdmenes microbioldgicos.
- Analisis bioldgico en sentido estricto

Los ensayos toxicolégicos tienen por objeto establecer los efectos desfavorables
que produce la dosis de un determinado residuo sobre un organismo concreto
durante un tiempo establecido. Los examenes microbiolégicos pretenden
determinar la presencia en un medio concreto de agentes peligrosos o
potencialmente peligrosos para la salud humana.

El analisis bioldgico de un entorno tiene por objeto establecer el tipo y estado en

que se encuentran las comunidades bioldgicas que lo habitan, y de este modo
poder evaluar la calidad ambiental de dicho medio. En la parte 1 del articulo se
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presentan y analiza la evaluacién medioambiental por métodos fisico-quimicos y en
la parte II a través de los ensayos toxicoldgicos.

METODOS UTILIZADOS Y CONDICIONES EXPERIMENTALES

Se realizd la evaluacion de la toxicidad aguda a los residuales de la técnica de
determinacién de micotoxinas del Laboratorio de Quimica Analitica de TOXIMED
mediante los siguientes bioensayos ecotoxicoldgicos:

1. Ensayo acuatico con peces: pez cebra (Brachidanio rerio)
2. Ensayo terrestre con lombriz de tierra (Eisenia andrei)
3. Toxicidad Aguda en Artemiasp

Ensayo acuatico con peces (Brachidanio rerio)

La Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos (EPA), ha reconocido al
modelo del pez cebra como una poderosa alternativa a los modelos animales con
mamiferos empleados para investigar sobre toxicos medioambientales. Es por ello
que para la evaluacién ecotoxicologica del residual, se escogié la Guia OECD 203, la
cual esta referida a la evaluaciéon de la toxicidad aguda en pez (Brachidanio rerio).

Principios del ensayo: durante este ensayo se expone al organismo seleccionado a
diferentes concentraciones de muestras problema.

Condiciones experimentales: los peces se aclimataron 24 h antes del estudio en
peceras de cristal y sin alimentacién durante el periodo de ensayo. La temperatura
del ensayo fue controlada y climatizada a 18 °C. El periodo de prueba consistid en
96 horas. La concentracion estudiada del residual liquido fue 5 % y para el residual
solido las concentraciones del 30, 20, 10 y 5 %, utilizdndose como blanco de
estudio el agua potable.

Ensayo terrestre con lombriz de tierra (Eisenia andrei)

Los bioensayos con lombrices son ampliamente reconocidos como prueba para
evaluar la toxicidad de suelos contaminados [1, 5]. La lombriz mas utilizada ha sido
Eisenia en sus especies foetida y andrei, las cuales pertenecen a la familia
Lumbricidae.

Principio del ensayo: Este ensayo incluye dos clases de pruebas toxicoldgicas:

1) prueba por contacto con papel de filtro
2) prueba con suelo artificial y muestras de suelo contaminado.

La prueba por contacto en papel de filtro puede ser utilizada como preliminar para
determinar las concentraciones correspondientes a las que se tiene que llevar a
cabo la prueba con suelo, siendo esta Ultima mas detallada. La prueba de contacto
es facil de realizar y da resultados reproducibles. El suelo artificial y el suelo
contaminado son representativos de la exposicion de la lombriz al compuesto
analizado. El ensayo se basa en lo descrito en la guia 207 de la OECD para la
evaluacion de sustancias [3].

La prueba por contacto en papel filtro involucra la exposicion de las lombrices a
sustancias prueba sobre un papel filtro himedo con la finalidad de identificar el
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potencial del compuesto téxico presente en el suelo. Esta prueba tiene una duracion
de 48 a 72 h.

El uso de suelo artificial involucra colocar las lombrices en un suelo artificial
aplicando una serie de concentraciones de la sustancia prueba. Para que una
prueba sea considerada como valida, la mortalidad en el control no debe exceder el
10 % al final del periodo de exposicién.

Condiciones experimentales: El residual sdélido de silice se preparé a diferentes
proporciones (0,5 g, 1,0 g, 1,5 g y 2,0 g) mezclandola para su homogeneizacién
con tierra tratada (200 g total entre muestra y tierra) a una textura de
granulometria de 0,85 um y se depositaron en placas petri. Posteriormente a las 24
h se ubicaron las lombrices de tierra en cinco placas petri incluyendo un control
negativo. Se seleccionaron 10 lombrices de tierra por tratamiento, donde los
parametros a medir fueron bioensayo de repelencia inmediata a 6 horas y
concentracion letal 50 (CLsg) como toxicidad aguda en un tiempo de 48 h.
Igualmente la temperatura del ensayo fue controlada y climatizada a 18 °C.

Toxicidad aguda en Artemia sp

Esta prueba esta basada en la determinacion de la concentracién de la sustancia en
estudio que provoca la muerte al 50 % de las nauplius (Larvas) de Artemia sp,
después de 24 h de exposicion (CLsg24h) ademas de efectos subletales. Es un
ensayo rapido que se realiza en una o dos etapas segln sea necesario; una
preliminar que proporciona un valor aproximado de CLsgy determina el rango de
concentraciones a probar en el ensayo definitivo y una definitiva la cual se realiza
en los casos donde el valor aproximado proporcionado por el preliminar no es
suficiente. Esta permite calcular la ClLsgy determinar el 0 % y el 100 % de
mortalidad.

Justificacion del método a emplear: En la actualidad existe una tendencia a
reemplazar, reducir y/o refinar los métodos que utilizan vertebrados superiores por
lo que han surgido una serie de ensayos que emplean otros sistemas bioldgicos e
informaticos, estos son conocidos como los métodos alternativos a la
experimentacion animal. Muchos de estos métodos, como los que emplean
invertebrados, han sido utilizados ademas desde el punto de vista ecotoxicolégico
para detectar el impacto de sustancias quimicas, residuales y contaminantes en
general, en ecosistemas acuaticos, ya que son organismos representativos por
ocupar eslabones inferiores de la cadena trofica y cualquier alteracion originada por
la presencia de un contaminante, tendria repercusién en los organismos superiores.
En este grupo de métodos se encuentra el Ensayo de Toxicidad Aguda en Artemia
sp, excelente para evaluar lo efectos de productos quimicos y residuales sobre
ecosistemas marinos.

Justificacion para la seleccion del sistema de estudio: La Artemia spes un crustaceo
gue normalmente constituye un excelente alimento para la cria de peces en los
sistemas de acuicultura y los ecosistemas marinos naturales. Al ser un organismo
representativo de las cadenas troficas de estos Ultimos constituye un elemento
basico que puede ser empleado con éxito en los bioensayos de ecotoxicidad para
conocer los efectos de los productos quimicos. La seleccién del sistema de estudio
animal se sugiere entonces sobre la base de criterios practicos de disponibilidad
durante todo el afio, facil manutencidn, conveniencia para la prueba, entre otros
factores relevantes de tipo econémico, bioldgico y ecoldgico.

Caracterizacién del sistema de estudio: En este estudio seran utilizados quistes
viables de Artemia sp suministrados por el Centro de Investigaciones Pesqueras de
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La Habana. Condiciones previstas de alojamiento: los quistes son mantenidos en
refrigeracion (4 °C) y humedad relativa apropiada para su conservacion. El método
de administracién de la sustancia a probar es por aplicacién al agua de dilucién de
diferentes concentraciones del residual.

Niveles de concentracidén: Se probaron cuatro concentraciones (0.1, 1, 10, 100 %)
aplicadas de manera Unica, al comienzo del ensayo de toxicidad, cuyo tiempo de
duracion es de 24 h.

Se realizé el siguiente procedimiento experimental:
1) Incubacion de los quistes de Artemia sppara la eclosion

Para lograr la eclosidn de los quistes de Artemia sp se utilizd una camara de vidrio
dividida en dos compartimentos por una ldmina con pequefios orificios,
garantizando oscuridad en uno de ellos. Se le adiciond agua de mar artificial,
aireando a saturacion aproximadamente durante 15 min antes de comenzar el
experimento, aireacion que se mantuvo durante todo el tiempo que durd la
incubacion. La temperatura se mantuvo en un rango de 27 a 30 °C.

Se pesaron 25 mg de huevos y se le adicionaron al compartimento oscuro de la
camara de eclosion. El otro se ilumino por una lampara a una distancia de 30 cm de
forma paralela a la cdmara, con el objetivo de atraer las larvas.

Estas al eclosionar pasan a través de los orificios por fototaxia positiva. Alrededor
de las 24 h de haber puesto los huevos en el agua debe ocurrir la eclosién dando
lugar a larvas nauplius y la migracién de estas hacia la recdmara iluminada donde
se colectan. Se extraen y se cuentan.

2) Ejecucién del ensayo. Prueba de toxicidad

Se depositaron 10 nauplius en cada recipiente (vasos de precipitado). El volumen
de agua transferido con las nauplius no debe ser superior a 50 pL. Se evaluaron 4
concentraciones de la sustancia de estudio (0.1, 1, 10, 100 %) con tres réplicas
cada una, incluyendo un grupo control. Cada recipiente se completa con un
volumen de 10 mL de las concentraciones respectivas del toxico en estudio y se
incuban en oscuridad a temperatura de 25 °C por 24 h.

3) Tratamiento de los resultados

Culminado el periodo de exposicion se cuentan al estereoscopio las larvas
supervivientes y se anota cualquier comportamiento anormal. Los efectos sobre la
mortalidad se expresan como Cls,24h, pardmetro que se determina por el
programa profesional EPA PROBIT. Se realizd ademas como indice para evaluar la
toxicidad del vertido, la determinacion de las UT (unidades de Toxicidad). Estas se
calculan mediante el siguiente cociente:

100
CL 50

Ur = -100

Siendo mas téxico cuanto mas UT presente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion ecotoxicologica en Pez Cebra

Al exponer los organismos de experimentacién a las diferentes concentraciones del
residual sélido durante el tiempo de duracién del bioensayo (96 h), se observé que
para una concentracién del 5 % se ocasioné durante las primeras 24 h la muerte
del 50 % de los individuos, mientras que las restantes concentraciones del residual
solido (10, 20 y 30 %) reflejaron una mortalidad del 100 % de los individuos a las
24 h, comprobandose la elevada toxicidad del residual sélido. Asimismo, se observéd
muerte en el 100 % de los peces al exponerlo en contacto con el residual liquido
toxicoldgico intermedio a la concentracion del 5 %, lo cual indica que es mucho mas
letal que el producto residual final (sélido).

Evaluacion ecotoxicologica en lombriz de tierra

Al exponer las diferentes concentraciones del residual sélido, se observé que al
comparar con el control negativo, existid repelencia de tipo gradual en los cuatro
tratamientos durante las primeras 24 h lo cual indica que la concentracion y
toxicidad del residual son proporcionales (figura 1).

i0

NGmero de individuos

pontrol 0s 1 1.5 2
Silice precipitada delresidual (gq)

Fig. 1 Repelencia dada la exposicién a la silice mezclada con el sustrato tierra.

Después de las 48 h de duracion del ensayo al comparar igualmente con el control
negativo, se observé en cada tratamiento mortalidad en las lombrices, donde dicha
mortalidad aumenté a medida que existe mayor cantidad de silice mezclada,
encontrandose la CLsgestimada entre 1,5 g y 2,0g. (figura 2).

O — * * ‘ +
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-

Fig. 2 Curva dosis-respuesta para la silice mezclada con el sustrato tierra.
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lomEvaluacion ecotoxicolégica en Artemia sp

El porcentaje de mortalidad observado en los controles fue menor del 10 % (3,33
%) por lo que se considera valida la prueba. En la tabla se muestran los resultados
obtenidos al final de los experimentos, donde se puede observar que existe una
relacion directamente proporcional entre el efecto adverso medido (mortalidad) y
los niveles de concentraciones probados; evidenciandose el maximo efecto a partir
de la concentracién del 1 % con un 100 % de mortalidad.

Tabla
Resultados de la prueba de Toxicidad Aguda en Artemia sp

Concentracion | Niraero de Arteras vivas por pocillo
% 1 2 3 T P
Control 9 10 10 29 33
0.1 1 1 0 2 93,33
1 0 0 0 0 100
10 0 0 0 0 100
100 I 0 0 I 100
donde:

T: Numero total de Artemias vivas al final del ensayo
P: % de mortalidad al final del ensayo

Al procesar el experimento con el programa EPA PROBIT se obtuvo el que el valor
de la CLsg24h es de 0,002 % en un intervalo de confianza del 95 %, y una
linealidad aceptable al 5 %.

El célculo de la UT (Unidad de Toxicidad) fue:

ur-=22 100 =% 100 =300
LC 0,002

(50

Al analizar los resultados y los datos de UT obtenidos se evidencia que el residual
presenta una toxicidad considerable, siendo este criterio presuntivo, ya que cuando
se evalla la toxicidad de una mezcla, hay que tener en cuenta los diferentes
efectos que se pueden presentar entre sus componentes: aditivos o sinérgicos,
antagonicos, de potenciacion o inhibicién.

La LCs924h del residual determinada en Artemia sp para el experimento fue de
0,002 %, resultando téxico para el sistema de prueba porque mientras mayor sea
la CLsgy menor sea su Unidad de Toxicidad, menor sera la toxicidad de la muestra
residual.
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CONCLUSIONES

Después de haber realizado los estudios toxicoldgicos a los residuales obtenidos de
la técnica de determinacion de Micotoxinas en el laboratorio de quimica de
TOXIMED hemos arribado a las siguientes conclusiones:

1. Al exponer el pez cebra a las diferentes concentraciones de los residuales
liquidos y sdlido durante el tiempo de duracion del bioensayo (96 h), se observd
gue para las primeras 24 h ocasiond:

e Una mortalidad del 100 % de los individuos a las concentraciones del residual
solido (10, 20 y 30 %).

e Para una concentraciéon del 5 % del mismo residual, la mortalidad fue del 50 % de
los individuos. Comprobandose la elevada toxicidad del residual sélido.

e De igual forma se observo la muerte en el 100 % de los peces al exponerlo en
contacto con el residual liquido toxicoldgico intermedio a la concentracién del 5 %,
lo cual indica que es mucho mas letal que el producto residual final (sélido).

2. Al realizar el estudio de repelencia en la lombriz de tierra a las diferentes
diluciones (0,5 g, 1,0 g, 1,5 g y 2,0 g) del residual sdlido, se observo que al
comparar con el control negativo, existié repelencia de tipo gradual en los cuatro
tratamientos durante las primeras 24 h lo cual indica que la concentracién vy
toxicidad del residual son proporcionales. También se demostré que a medida que
existe mayor cantidad de silice mezclada mayor es la mortalidad estimandose la
concentracion letal 50 (CLsg) entre 1,5gvy 2,0 g.

3. Al practicar las distintas concentraciones del residual liquido (0,1, 1, 10, 100 %)
en el experimento de la Artemia sp, se pudo observar que existe una relacién
directamente proporcional entre el efecto adverso medido (mortalidad) y los niveles
de concentraciones probados; evidencidandose el maximo efecto a partir de la
concentracion del 1 % con un 100 % de mortalidad.

NOMENCLATURA

C: grado celsius

CEsq0 ECso: concentracion efectiva que afecta al 50 % de la poblacion
CENO: concentracion de efectos no observables

CE,: concentracién efectiva que afecta al X % de la poblacién

CLsg0 LCsq: concentracion Letal que mata al 50 % de la Poblacion
CL,: concentracién letal que mata al X % de la poblacion
EPA:agencia de proteccion medioambiental de Estados Unidos

OECD: organizacién para la cooperacion y el desarrollo econémico
P:% de mortalidad al final del ensayo

Probit: programa de analisis utilizado para el calculo de los valores de LC/EC
Programa de andlisis utilizado para el calculo de los valores de LC/EC
T:numero total de Artemias vivas al final del ensayo

TOXIMED: centro de toxicologia y biomedicina

UT: unidades de toxicidad
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