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RESUMEN

En la presente investigacion se evalu6 el efecto toxico del tratamiento
fotocatalitico de aguas coloreadas generadas en la Universidad Jorge Tadeo
Lozano, se efectué una serie de ensayos de toxicidad aguda con el cladocero
llamado Daphnia magna, el cual es generalmente usado como organismo de
referencia para este tipo de ensayos. La prueba se realizd en afluentes y
efluentes fotodegradados de colorantes textiles, imidacloprid e ibuprofeno,
usando como blanco el agua de dilucién y la sustancia quimica de referencia
K2Cr207. Inicialmente se efectud el test preliminar el cual fue de gran ayuda para
determinar el rango de toxicidad de la muestra, luego de eso se realizo el ensayo
definitivo con las concentraciones halladas anteriormente y se hizo el conteo de
organismos sobrevivientes donde posteriormente se halld el porcentaje de
inmovilizacién al pasar un tiempo de 48 horas de pruebas. Por udltimo, se
determind la concentracién efectiva maxima media a las 48 horas (48ECso), la
cual se encarga de encontrar la concentracion a la cual el 50% de la poblacién
muestra es inmovilizada, de esta manera se determina la cantidad maxima de
colorante que son capaces de soportar los organismos, en este caso resulto ser
una concentracion de 4,822 mg/l a la que sobrevive la mitad de los organismos
de prueba.

Por medio de los ensayos de ecotoxicidad se determind que el porcentaje de
inmovilizacion de los organismos en el efluente es del 35% al tener una



concentracion del 80%, comparada con el colorante inicial que a la misma
concentracion tiene un porcentaje de inmovilizacion del 100%.

PALABRAS CLAVES: Ecotoxicidad, concentracion efectiva méaxima media,
dilucion, Daphnia magna, fotocatalisis, cultivo, inmovilizacion.

ABSTRACT:

In the present investigation the toxic effect of the photocatalytic treatment of
colored waters generated in the Jorge Tadeo Lozano University was evaluated,
a series of acute toxicity tests was carried out with the cladocero called Dafnia
magna, which is the one used as a reference organism for this type of tests. The
test was carried out on photodegraded effluents and effluents of coloring textiles,
using dilution water and the reference chemical K2Cr207 as a target. Initially, the
preliminary examination was carried out, which was very helpful in determining
the toxicity range of the sample, then the trial was published. Immobilization after
a time of 48 hours of testing. Finally, the mean maximum effective concentration
at 48 hours (48ECso) was determined, which is responsible for finding the
concentration at which 50% of the sample population is immobilized, in this way
the maximum amount of dye is determined. In this case, a concentration of 4.822
mg / | has been obtained and half of the test organisms survive.

By means of the ecotoxicity tests, it was determined that the percentage of
immobilization of the organisms in the effluent is 35% when having a
concentration of 80%, in comparison with the initial colorant that the same
concentration has a percentage of immobilization of the 100%

KEY WORDS: Ecotoxicity, maximum effective mean concentration, dilution,
Daphnia magna, photocatalysis, culture, immobilization.

1. INTRODUCCION

La generacion de aguas residuales procedentes de diferentes industrias ha
venido causando una problematica ambiental muy recurrente, ya que son los
principales causantes de la existencia de los contaminantes emergentes (CE),
gue son compuestos quimicos producto de actividades humanas, son liberados
al ambiente en pequefas cantidades por eso algunas veces pueden llegar a ser
desconocidos, aun teniendo bajas concentraciones se puede encontrar que son
demasiado téxicos y la gran mayoria es acumulada en biomas acuaticos,
generando la perdida de los organismos que lo habitan y hasta la aparicion de
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enfermedades en el ser humano, este tipo de contaminantes se encuentran
presentes en productos tales como los pesticidas, productos farmacéuticos,
analgésicos, antibidticos, productos de belleza, surfactantes, aditivos industriales
como colorantes y subproductos, aditivos alimentarios y muchos otros mas, los
contaminantes no solo generan dafios en el ambiente, sino que también abarca
efectos adversos en la salud ya que se generan malformaciones y enfermedades
como el cancer hasta la disminucion de la fertilidad en organismos acuaticos,
también los microorganismos se vuelven resistentes a antibiéticos, volviéndose
necesaria la busqueda de tratamientos amigables con la biota acuatica.(Janet
Gil, Maria Soto, Ivdn Usma, & Dario Gutiérrez, 2012)

Cabe resaltar que actualmente hay méas de 10 mil diferentes tipos de pigmentos
y colorantes usados en la industria textil, haciendo que la industria textil sea una
de los mayores exponentes de la generacion de grandes cantidades de efluentes
gue son arrojados principalmente a rios y diferentes biomas acuaticos,
produciendo alteraciones en el agua como los cambios bruscos en el pH, alta
demanda quimica de oxigeno y coloracién del agua, que evidentemente afecta
los medios acuéticos y todos los organismos vivos que lo componen.(Cortazar
Martinez Adriana, Coronel Olivares Claudia, Escalante Lozada Adelfo, 2008)
Para ser mas exactos la industria textil se encuentra en el segundo lugar de los
mayores exponentes contaminantes en la historia del pais, segun los estudios
se ha determinado que dicha industria es la productora del 20% de aguas
residuales y por lo tanto hay un gasto de 10000 litros de agua para la produccién
de un pantalén, lo que hace que la problematica sea cada vez mas
grande.(Beatriz de Vera, 2018) Los efectos perjudiciales de los residuos
dependen de la concentracién a la que se encuentren los contaminantes, la
biodisponibilidad y la persistencia quimica. (EUROPEAN COMMISSION &
HEALTH & CONSUMER PROTECTION DIRECTORATE-GENERAL, 2002)

En este caso particularmente se trabajo con colorantes obtenidos de los residuos
de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, los cuales fueron tratados por medio del
proceso de fotocatalisis y paralelo a ello sé evalu6 que tan téxicos son los
efluentes generados del proceso de fotocatalitico.

Uno de los métodos estudiados en la actualidad son los ensayos biolégicos de
toxicidad aguda, los cuales son realizados con organismos sensibles a los
contaminantes industriales, en este caso son usados organismos como la
Daphnia magna debido a que tiene multiples habitats con presencia de agua
dulce, lo cual facilita la obtencion de dichos organismos, también es una buena
eleccion porque su morfologia fisica permite que sean analizados con facilidad
durante las pruebas ya que la Daphnia magna es la especie mas grande de toda
la familia de Daphnias, otra de las ventajas encontradas es que dicho organismo
tiene un ciclo de vida corto (< 1 afio) y se reproduce por partenogénesis siendo
mas facil de manejar en el laboratorio.(Fabio et al., 2018) Otra de las grandes
ventajas de estos organismos es que tienen la posibilidad de sobrevivir bajo
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condiciones de laboratorio, debido a que se mantienen a temperatura ambiente
y de igual manera lo Unico que necesitan para su buen desarrollo es la
alimentacion y el sometimiento adecuado a los periodos de luz que pueden ser
controlados por medio de una incubadora o simplemente recibir luz naturalmente
como se realizé en este caso. (G. Persoone, R. Baudo, M. Cotman, C. Blaise &
M. Moreira-Santos, B. Vollat, A. Térokne, 2009)

Se ha optado por realizar pruebas toxicas con animales altamente sensibles, en
particular los mamiferos han sido ampliamente usados para este tipo de ensayos
y han generado resultados confiables, pero una de las desventajas de las
pruebas con mamiferos es que no son procedimientos econdémicos, debido a que
la forma de mantener a dichos organismos es algo mas costoso debido a la
alimentacion o los cuidados que se deben mantener durante la prueba y ademas
de esto es mas dificil mantenerlos en un laboratorio ya que ocupan demasiado
espacio. Es por ello que se ha estudiado hace aproximadamente 30 afios el
efecto toxico en organismos 0 microorganismos que no necesitan de muchos
cuidados para poder desarrollarse, y las cualidades en la reproduccion son mas
favorables para los ensayos, ya que el proceso de reproduccién es mas rapido
permitiendo obtener en una semana hasta la duplicacién de la poblacion en el
cultivo. (Guilhermino, Diamantino, Carolina Silva, & Soares, 2000). Ubicandonos
en el aspecto econémico es claro que la Daphnia magna tiene menor costo de
implementacion que algun tipo de mamifero debido a la estandarizacién del
meétodo que representan los efectos reales del estrés ambiental. Cabe resaltar
que el costo de las pruebas ecotoxicoldgicas en los mamiferos pueden hasta
duplicar ya que mientras son usadas 2 peceras para los micro crustaceos, para
animales como los peces es necesario mas incubadoras y mayor numero de
peceras debido al volumen que ocupan en el laboratorio.(HUARACAHUARACA
LUIS FABIAN, 2017)

El interés primordial del proyecto es evaluar el nivel de toxicidad presente tanto
el afluente como efluente, por ello se ha enfocado en la determinacién de
concentracion efectiva maxima media (ECso) la cual determina el porcentaje de
inhibicion en pruebas de toxicidad microbiales y ha sido hallada por medio de
modelos de regresion lineales los cuales han estado por encima de modelos
estadisticos convencionales como el probit o logit en este caso especifico.
(Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Agronomia. & Melo-Martinez,
2009)



2. METODOS

2.1. Materiales

e 11.76 g de CaCl2 2H20 e Refrigerador

e 4.93gMgS0O4 7H20 e Termdmetro

e 2.59gNaHCOs3 e pH metro

e 0.23gKCI e Potenciémetro

e 25 mlNaOH 0,1M e Pipeta Pasteur

e 25mlHCIO0,1M e 1 pipeteador

e 3 g Ka2Cr207 e 5 pipetas de 10 ml
e Estereoscopio e 350 ml de muestras
e 1 vidrio de reloj recolectadas

e Centrifuga e 5 Beakerde 1l

e Balanza analitica e 60 Beaker de 50 ml
e 2pecerasde5|

e 1 bomba para acuario

2.2. ORGANISMOS DE PRUEBA

El organismo de prueba es la Daphnia Magna, el cual se clasifica dentro del grupo de
los claddceros, dicho organismo es usado como indicador de la toxicidad en aguas
dulces todo esto gracias a que son faciles de conseguir ya que se encuentran en
medios como rios, lagos y lagunas y son alimentados de organismos unicelulares,
algas y demas, una de las ventajas de la Daphnia magna comunmente llamada pulga
de agua es que su cuerpo es transparente, lo que facilita ver todo comportamiento
dentro este. Para el test seran elegidos organismos con un periodo de vida no superior
a las 24h, ya que los neonatos tienen mayor sensibilidad a las sustancias a las que
son expuestos. (Adema, 1978)

Se obtuvo el organismo del laboratorio de limnologia de la universidad Jorge Tadeo
Lozano para realizar los primeros cultivos, cabe resaltar que dicho organismo puede
ser obtenido de diferentes laboratorios que certifiguen la calidad de los ensayos
ecotoxicolégicos o simplemente ser recolectados de biomas de agua dulce. (Ramirez
Romero & Mendoza Cantu, 2008)

2.3. ELABORACION DE BIOENSAYOS

El ambiente de preparacién debe encontrarse a una temperatura de 20 +4 °C vy la
exposicidon de los organismos debe llevarse en un orden de 16 h de exposicion a la
luz y 8h en oscuridad por dia y en un periodo de 48 horas de prueba. Se ha indicado
segun la norma ISO 6341 que se deben realizar test preliminar y definitivo para poder
determinar con exactitud la concentracion a la cual sobreviven los organismos de



estudio. Se usara como toxico de referencia el dicromato de potasio (K2Cr207) y como
solucién de control el agua de dilucion. Como sustancia (ISO, 2012)

2.4. PREPARACION DE AGUA DE DILUCION

A. SOLUCION DE (CaCl2 2H20):
Agregar 2,352 g de cloruro de calcio dihidratado en 200 ml agua destilada.
B. SOLUCION DE SULFATO DE MAGNESIO:
Agregar 0,986 g de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4*7H20) en
200ml de agua destilada.
C. SOLUCION DE BICARBONATO DE SODIO:
Agregar 0,518 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3) en 200ml de agua
destilada.
D. SOLUCION DE CLORURO DE POTASIO:
Agregar 0,046 g de KCI en 200 ml de agua destilada.
E. MEZCLA DE DILUCION DE AGUA:

Mezclar 5 ml de cada una de las soluciones anteriores (A, B, C y D) y completar hasta
200 | de agua destilada, ajustar pH en un rango de 6 a 9. El agua de dilucion debe
tener una dureza entre 140y 275 mg/ |. (ISO, 2012)

2.5. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Los organismos se mantendran en peceras de 3 | en un cultivo con el agua de dilucion
compuesta de diferentes sales. Para mantener el cultivo es necesario realizar limpieza
de la pecera aproximadamente cada 8 dias, en donde se cambiara de agua de cultivo
y cada tercer dia se deberan retirar las exuvias y desechos de alimentos generados.

Luego de mantener por un tiempo aproximado de una semana de cultivo y 24 horas
antes de realizar la prueba, se recolectan cuidadosamente la cantidad necesaria de
neonatos con ayuda de la pipeta Pasteur y se trasladan a otra pecera para poder
seleccionar los organismos a los cuales se realizara la prueba.(Ramirez Romero &
Mendoza Cantu, 2008)

2.6. SOLUCIONES DE PRUEBA:

Preparar soluciones stock con 5 diferentes concentraciones, aforando hasta un total
de 20 ml. Teniendo en cuenta que generalmente es usado como minimo un volumen
de 2ml por cada organismo Daphnia magna, se usaran 5 organismos por cada
concentracion. Un dia antes de cada prueba, se alimentan los organismos con algas
Scenedesmus sp.

Nota: Se deben usar al menos 20 animales, preferiblemente divididos en cuatro
grupos de cinco animales cada uno, en cada concentracion de prueba y para los



controles. Se debe proporcionar al menos 2 ml de solucién de prueba para cada
organismo.(ISO, 2012)

2.7. TEST PRELIMINAR:

Este test determina el rango del efecto toxico con el cual puede llevarse a cabo el test
definitivo. para este propdsito usar una sola serie de concentraciones de soluciones
stock con 5 diferentes concentraciones de solucion (100%, 80%, 60%,40%, 20%). Y
al pasar un tiempo de 48 horas de exposicion a la prueba se procede a realizar el
conteo y observar desde qué punto empiezan a haber mayor movilizaciéon de
organismos. A partir de esto se puede determinar el rango de concentraciones al cual
se trabajara cada Efluente. (Ramirez Romero & Mendoza Cantu, 2008)

2.8. TEST DEFINITIVO:

En el test definitivo se obtiene el valor de ECso que determina la dosis necesaria para
inmovilizar el 50% de Daphnias en un periodo de 48 horas. De esta manera es
necesario primero escoger el rango de concentraciones suministrados por el test
preliminar, que en este caso sera un rango mas pequefio para definir con precision
gué concentracion es la mas favorable para cada tratamiento, en este caso pueden
ser usadas 5 concentraciones y el test debe realizarse por cuadruplicado para
asegurar la precision de la prueba. Finalmente se debe medir el porcentaje de
Daphnia magna inmovilizada.(ICONTEC, 1996)

3. RESULTADOS

Para realizar el agua de cultivo hay que tener en cuenta que el agua pura debe tener
una conductividad no superior a 10 uS/cm, pero en nuestro caso se obtuvo una
conductividad de 13.53 uS/cm, como el error en la conductividad es de 3,53, un valor
pequefio se continua con la elaboracién del agua. En total se prepararon 5 litros de
agua los cuales fueron mantenidos bajo refrigeracién a una temperatura estimada de
4°C, el pH del agua se mantuvo en 7.8+0,48 el cual se encuentra dentro del rango
establecido por la norma ISO 6341.

Luego de que pasaran unos dias de ser cultivados los organismos a una temperatura
de 19,9+0,8 °C, se separan los organismos juveniles de los mas grandes para poder
asegurar que la prueba se lleve a cabo con los organismos bajo las condiciones
establecidas.



llustracion 1. Cultivo de Daphnia magna inicial.  llustracion 2. Cultivo de Daphnia magna juveniles

Se realiza el test preliminar con el cual se determina el rango de concentraciones a
trabajar en el ensayo definitivo. Se puede observar en las siguientes imagenes la
diferencia entre el afluente y el efluente.

llustracion 3. Afluente rojo terasil llustracion 4. Efluente rojo terasil

Se realizan los test definitivos a 5 diferentes concentraciones y realizando 4 réplicas
de cada una. Teniendo en cuenta los resultados del test preliminar, se realiza el
ensayo definitivo para concentraciones del 20%,25%,30%,35%,40%.



llustracion 5. Test definitivo

Al realizar todas las pruebas se hace uso del estereoscopio para poder realizar el
conteo de manera mas precisa.

llustracion 6. Estereoscopio llustracion 7. Conteo de organismos moviles

3.1. TEST PRELIMINAR

3.1.1. Incertidumbre de test preliminar

Como primera medida se llevo acabo el andlisis de la incertidumbre, todo esto para
comprobar si las pruebas realizadas constaban de resultados veridicos. De esta
manera se obtuvieron los siguientes resultados:



Tabla 1. Incertidumbre de test preliminar en afluente.

CONCENTRACION
REPLICA 100% 80% 60% 40% 20%
1 0 0 0 0 4
2 0 0 0 0 5
3 0 0 0 0 5
4 0 0 0 0 5
Incertidumbre 0 0 0 0 0,5

Se puede observar en la tabla 1. Los resultados correspondientes a la incertidumbre
en el ensayo preliminar del afluente, en este caso se obtuvieron los resultados
esperados, ya que las incertidumbres no son superiores a 0.5, los datos obtenidos en
cada una de las replicas tienen coherencia y son un aval de que se puede seguir con
el procesamiento de los datos.

3.1.2. Test preliminar del afluente

En este caso se realizaran diagramas de barras para poder identificar facilmente los
cambios efectuados en el proceso de fotocatdlisis, a continuacién, se podra visualizar
la ilustracion 8. En la que se observan los resultados del test preliminar en el afluente:

Afluente Rojo terasil

[EAanNIsmos Imu

llustracion 8. Test preliminar del afluente.

Se llevo a cabo el test preliminar en el afluente en donde se usé un rango de
concentraciones muy amplio (20% - 100%) y se determind que la concentracién a la
cual sobreviven mayor parte de los organismos es el 20%, siendo la concentraciéon
mas baja del test, por otro lado se puede observar que cuando las concentraciones
de afluente son mas altas los organismos tienden a morir en gran medida, a partir de
lo visto en la prueba de toxicidad inicial se puede determinar que el colorante rojo
terasil a una concentracion de 500 mg/l puede llegar a ser muy toxico para la vida en
los ecosistemas acuaticos, en este caso el nivel de mortandad supera el 95% para
concentraciones mayores del 40%.



3.1.3. Test preliminar del efluente

Luego de hallar el porcentaje de inmovilizacion del afluente en el test preliminar, se
procede a realizar el andlisis paralelo con los efectos producidos en el efluente y se
obtuvieron los siguientes resultados:

Efluente Rojo terasil
25.00

20.00
15.00
10.00

5.00

No. organismos moviles

0.00 i
100% 80% 60% 40% 20%

concentracion

llustracion 9. Test preliminar del efluente.

Comparando los resultados entre el afluente y el efluente claramente se puede
evidenciar que hay mas organismos vivos al finalizar el test del efluente, siendo un
buen indicador inicial de que el proceso de fotocatalisis esta surtiendo efecto. Se
puede observar a través de los diagramas de barras que a partir de una concentracion
del 80% de efluente empiezan a sobrevivir mas del 50% de los organismos.

3.2. TEST DEFINITIVO

3.2.1. Incertidumbre de test definitivo del afluente

El test definitivo fue realizado a partir de los rangos hallados en ensayo preliminar,
pero primero que todo se observa la incertidumbre generada en las pruebas, de
manera que se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 2. Incertidumbre de test definitivo en afluente

CONCENTRACION
REPLICA 20 25 30 35 40
1 5 5 3 3 1
2 5 5 4 3 0
3 5 4 3 0
4 5 5 4 3 1
Incertidumbre 0 0,5 0,5 0 0,577




Se encuentra que los valores de incertidumbre maximos se encuentran en 0.577,
generando resultados confiables ya que la incertidumbre no es muy grande, los datos
analizados posteriormente pueden ser de confianza ya que tienen una precision alta.

3.2.2. Test definitivo del afluente

Como se puede observar para el afluente, el rango de concentraciones que se
escogi6é por medio del test preliminar fue de 20% - 40%, por lo tanto, se realiza el test
definitivo para poder determinar en que momento la mitad de los organismos
expuestos son inmovilizados. De esta manera se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 3. Resultados test definitivo

Concentracion Numero de Dapthrtl)lalilnagna moavil en el Organismos %

% 1 > ubg To. 3 2 moviles |Inmovilizacion

0 (control) 5 5 5 5 20 0

20 5 5 5 5 20 0

25 5 5 4 5 19 5

30 3 4 4 4 15 25

35 3 3 3 3 12 40

40 1 0 0 1 2 90

Numero total de organismos por prueba 20

Los resultados obtenidos en el test definitivo muestran como el porcentaje de
inmovilizacién aumenta a medida que la concentracién también lo hace, observando
en si la influencia que ejerce la concentraciéon en la mortandad de la Daphnia magna.
Por otro lado se puede concluir que el rango de concentraciones en las cuales se
puede encontrar que la mitad de los organismos se inmovilizan es de 35% a 40%.

3.2.3. Concentracion efectiva media (ECso):

Para el afluente del colorante rojo terasil se realizé la regresion para determinar con
exactitud la concentracién a la cual el 50% de los organismos se inmovilizaron, para
ello se toma la concentracidn y se convirtié a mg/l, para luego aplicar el logaritmo de
la concentracion. Una vez obtenidos los datos, se realiza la grafica. En este caso se
busca la ecuacion que se aproxime mas a un R de 1.



Inmovilizacion vs concentracion
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llustracion 10. Método grafico para la determinacion de ECso

Los puntos se aproximaron a un polinomio de segundo grado obteniendo un R de
0.9865 indicador de que la ecuacion se estd aproximando demasiado al
comportamiento real de los organismos. El logaritmo de la concentracion en mg/l
obtenido en la regresion fue de 4,822 ppm para obtener el 50% de inmovilizacion de
los organismos, esto es equivalente a decir que nuestra ECso es obtenida a una
concentracion del 37.7%, siendo una concentracion baja.

4. CONCLUSIONES

— EIl tratamiento fotocatalitico de los colorantes fue efectivo, ya que como se
puede observar en los resultados, el porcentaje de inmovilizacién de los
organismos es menor en el afluente que en el afluente, dando sefales claras
de que no hay demasiada presencia de contaminantes emergentes que
afecten la vida en una biota acuatica.

— La incertidumbre de los organismos moviles en los ensayos realizados oscila
entre 0y 0.5, esto es un buen indicador de que las pruebas se estan haciendo
de la manera correcta, generando errores minimos en sus mediciones.

— Lanorma ISO 6341 fue clave para llevar acabo los ensayos de toxicidad con
la Daphnia magna, ya que nos explican con claridad el protocolo a realizar y
las condiciones a las que deben ser sometidos nuestros organismos.

5. RECOMENDACIONES
— Se recomienda tener mas rigurosidad a la hora de manejar los tiempos de
exposicion a la luz de los organismos para garantizar de cierta manera el buen
desarrollo de la Daphnia magna.
— Se recomienda tener al menos 2 peceras de cultivo madre para poder tener
mayor disponibilidad semanal de los organismos de prueba.
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