ECOTROPICOS 20(1):24-30 2007
Sociedad Venezolana de Ecologia

TOXICIDAD AGUDADEL HIDROXI DO DE SODIO SOBRE
MOINA MACROCOPA (CRUSTACEA, BRANCHIOPODA)

ACUTE TOXICITY OF SODIUM HYDROXIDE ON MOINA MACROCOPA
(CRUSTACEA, BRANCHIOPODA)

César A. Mac-Quhae,* César Romero? y Danny A. Morales®

!Departamento de Limnologia, Estacion de Investigaciones Hidrobioldgicas de Guayana, Fundacién La
Salle de Ciencias Naturales. San Félix, estado Bolivar, Venezuela. Fax: (58) (286) 9311045.
E-mail: cesarmac@hotmail.com
2Escuela de Ciencias Aplicadas del Mar, Universidad de Oriente, NUcleo Nueva Esparta. Isla de Margarita,
estado Nueva Esparta, Venezuela.
3Superintendencia de Ambiente e Higiene de la Corporacién Venezolana de Guayana Bauxilum - Planta.
Puerto Ordaz, estado Bolivar, Venezuela.

RESUMEN

Se determing la concentracion letal media (CL, ) del hidroxido de sodio en el cladocero de la especie Moina macrocopa mediante
bioensayos de toxicidad aguda. Se utilizaron neonatos < 24 h de edad cultivados en laboratorio, los cuales fueron expuestos a
cinco concentraciones de hidroxido de sodio en una solucion preparada de agua sintética dura (160 - 180 mg L' CaCO,) y en
agua del rio Orinoco (9,9 mg L™* CaCO,). Los ensayos se hicieron sin renovacion, aireacion, ni alimento durante un periodo de
48 h. Las CL,, — 48 h obtenidas fueron 25,64 mg L™ y 21,61 mg L*, para el agua sintética dura y agua del rio Orinoco,
respectivamente, observandose una mayor toxicidad en el medio natural que en el medio preparado.
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ABSTRACT

The mean lethal concentration of sodium hydroxide was determined, in cladocerans of Moina macrocopa species, using acute
toxicity bioassay. Newborns < 24 h from laboratory cultures were exposed to five concentrations of sodium hydroxide, in a
hard synthetic water solution (160 - 180 mg L™* CaCO,) and in Orinoco river water (9,9 mg L* CaCO,). Bioassays were
performed without renovation, air nor food during 48 hours. The LC, - 48 h was 25.64 mg L for synthetic water and 21.61
mg L for the Orinoco river water, showing a higher toxicity in the natural environment than in the synthetic environment.
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INTRODUCCION (CL,,) y corresponde a la cantidad de un toxico

que causa la muerte al 50 % de la poblacién

Los bioensayos de toxicidad permiten evaluar
el grado de afectacion que una sustancia quimica
tiene sobre organismos vivos, éstos pueden ser de
tipo agudo o crénico. Las pruebas agudas
cuantifican las concentraciones letales de un
xenobidtico a una especie en particular, el valor
obtenido se denomina concentracion letal media
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experimental al cabo de un tiempo determinado,
generalmente en 48 o0 96 h. En contraste, los
ensayos cronicos estiman la concentracion — efecto
media (CE, ) o la concentracion de efectos no
observables (NOEC) de la sustancia en estudio
gue causa un efecto diferente a la mortalidad en la
poblacion experimental, al cabo de un tiempo
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determinado (Rodriguez y Esclapés 1995).

El potencial de los organismos animales como
bioindicadores en ensayos de toxicidad esta
ampliamente demostrado. La principal ventaja de
emplearlos en investigaciones ecotoxicoldgicas es
la de mostrar los efectos del toxico a nivel individual
y sus consecuencias posteriores para niveles
superiores de organizacion bioldgica, poblaciény
comunidad (Alayo y lannacone 2002). La
informacion obtenida en las pruebas de toxicidad
aguda y cronica mediante protocolos
estandarizados es utilizada en el establecimiento
de estandares de calidad acuatica, limites
permisibles de emision de contaminantes y
biomonitoreos (Sdnchez y Vera 2001).

Los organismos bioldgicos para ser usados
como herramientas ecotoxicoldgicas requieren ser
sencillos, practicos, sensibles y repetibles
(lannacome et al. 1998, Alayo y lannacone 2002).
Los cultivos controlados permiten obtener individuos
Optimos y saludables para las pruebas toxicol6gicas
(Centeno et al. 1995, Lauth et al. 1995, Trottier et
al. 1997); la carencia de estandarizacion en las
condiciones de cultivo es la mayor fuente de
variacioén de los resultados en un mismo laboratorio,
asi como entre laboratorios (Centeno et al. 1995,
Wong y Dixon 1995).

Dentro de los organismos cominmente
utilizados en los bioensayos de toxicidad se
encuentran los cladéceros, también llamados pulgas
de agua, los cuales son pequefios crustaceos que
constituyen la mitad de la Clase Branchiopoda,
poseen una amplia distribucion, importancia
ecoldgica, sensibilidad a ambientes intervenidos y
sencillo mantenimiento en el laboratorio. En este
sentido, Moina macrocopa (Straus 1820) presenta
una serie de caracteristicas que la hacen idénea
para estudios de toxicidad como lo son: distribucion
cosmopolita, talla relativamente grande, facil de
cultivar en laboratorio, alta fecundidad, ciclo de vida
corto y protocolos estandarizados de pruebas
toxicoldgicas (Esclapés 1999). En Venezuela ha
sido reportada en los estados Carabobo, Aragua y
Nueva Esparta (Pereira y Garcia 1995; Rodriguez
y Esclapés 1995; Hernandez et al. 1999). Se ha
empleado en numerosas pruebas toxicologicas de
metales pesados: lannacone y Dale (1999),
Martinez-Tabche et al. (2000), Gama-Flores et al.
(2006), Ruangsomboon y Wongrat (2006); e
insecticidas: lannacone y Alvarifio (2000),
lannacone y Alvarifio (2002), Wiwattanapatapee
et al. (2002).
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Los decretos y normas de las leyes
venezolanas no estipulan las concentraciones
maximas permisibles de hidroxido de sodio (NaOH)
en los vertidos liquidos, el cual es el principal
componente del lodo rojo, subproducto en la
extraccion de aliumina a partir de bauxita.

Este estudio evalud el efecto del hidroxido de
sodio sobre neonatos de M. macrocopa mediante
bioensayos de toxicidad aguda, utilizando pruebas
de CL,,—48 hen un medio sintético y otro natural.

MATERIALES Y METODOS

Los bioensayos se realizaron en el Laboratorio
de Ambiente e Higiene de la empresa de la
Corporacion Venezolana de Guayana (C.V.G.)
Bauxilum, con neonatos de M. macrocopa
procedentes de una cepa suministrada por el
Laboratorio de Cultivo de Zooplancton del Instituto
de Investigaciones Cientificas (I.1.C.) de la
Universidad de Oriente, Nucleo Nueva Esparta,
Venezuela. Los organismos se cultivaron en dos
envases de vidriode 2 L, con 1 L cada uno de los
medios de exposicidn utilizados en las pruebas de
toxicidad, agua sintética dura elaborada siguiendo
los protocolos estandares de Esclapés (1999), y
agua recolectada del canal principal del rio Orinoco,
especificamente en el muelle de C.V.G. Bauxilum,
la cual se caracterizo por el Laboratorio de
Ambiente e Higiene de C.V.G. Bauxilum,
determinandose ciertos parametros fisico-quimicos
empleando metodologias aprobadas por A.P.H.A.
(1998); fue filtrada con un tamiz de 60 pm, sometida
por 15 h a rayos ultravioleta y aireada por 2 h.

Durante el cultivo, después de realizar un
recambio de medio diario del 75 %, se les
proporciono unaracion de 180 mg L de alimento

formulado para zooplancton Z-plus® (Jiménez et

al. 2003) y fueron aclimatados por 21 dias antes
de ser usados en los ensayos. Para la obtencién de
neonatos, hembras partenogenéticas de M.
macrocopa con embriones en avanzado estado de
desarrollo se colocaron en tubos de ensayo de 25
mL con 15 mL del medio de cultivo correspondiente
y a las 24 h se confirm0 la presencia de neonatos.

Los bioensayos se efectuaron en botellas de
cultivo de vidrio de 250 mL a una temperatura de
20 £ 1 °C y con fotoperiodo 10 h luz — 14 h
oscuridad, el volumen de medio para cada envase
fue de 100 mL con 5 neonatos, 4 replicas por
tratamiento, sin aireacion ni alimento, con una
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duracion de 48 h. Para la prueba con agua sintética
dura los organismos se sometieron a las
concentraciones de hidroxido de sodio (23, 25, 28,
30y 33) mg L%, mientras que para el rio Orinoco
(15, 18, 20, 23 y 25) mg L, ambos con sus
respectivos controles sin NaOH. Las diluciones se
establecieron tomando en cuenta el rango estimado
en ensayos preliminares donde se presentd la CL
para M. macrocopa en cada medio, se prepararon
a partir de una solucién madre de NaOH de 1000
mg Lt utilizdndose agua sintética dura y agua del
rio Orinoco como medios de dilucidn.

Se evalud el nimero de organismos vivos y
muertos, considerandose muertos aquellos
individuos sin movimiento del corazén mediante la
observacion con microscopio estereoscépico
Nikon; alos 15min, 30 min, (1, 2,4, 8, 24, 36, 48) h,
ademés se midi6 a0, 24 y 48 h el pH con un pHmetro
Orion 720A y el oxigeno disuelto con un
oxigenometro YSI 58. Se aplicaron pruebas de
ANOVA y t-Student para determinar la presencia
de diferencias significativas del pH y oxigeno
disuelto del control contra los grupos de
tratamientos, por medio del programa
computarizado Statgraphics Plus 5.1.

Los datos de las pruebas de toxicidad se

analizaron con los programas estadisticos Binomial,
Logit, Moving Average y Probit, utilizando el
programa computarizado de Stephan 1977
(Esclapés 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los neonatos de M. macrocopa se adaptaron
positivamente a las condiciones de laboratorio, los
medios y al alimento, ya que se observo un
crecimiento exponencial durante los primeros dias
de cultivo donde se obtuvieron densidades
superiores a los 5000 ind. L7, inclusive se hizo
necesario disminuir semanalmente la densidad a
< 2500 ind. L* para garantizar la presencia de
hembras en estado de gravidez. La Tabla 1 muestra
los pardmetros fisico-quimicos determinados en el
agua del rio Orinoco.

En las pruebas de toxicidad no se produjeron
muertes en los controles de los dos medios. El
bioensayo con agua sintética dura solamente el
tratamiento de 30 mg L de NaOH obtuvo un 100 %
de mortalidad a las 48 h, durante las primeras 8 h
del experimento no se observaron neonatos muertos
(Figura 1). EI mayor aumento de muertes ocurrio
entre las concentraciones de 25 mg L* (35 %) y

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos en el agua del rio Orinoco utilizada en los bioensayos de toxicidad.

Parametro Concentracion Parametro Concentracion
Temperatura (°C) 28,3 Sélidos sedimentables (ml L™) 0,1
pH 6,44 Sélidos disueltos (mg L™) 0,0056
Oxigeno disuelto (mg L™) 6,56 Sélidos suspendidos (mg L™?) 0,0011
Demanda quimica de oxigeno (mg L™ 19,1 Sélidos totales (mg L™) 0,0067
Demanda bioguimica de oxigeno (mg L) 8,0 Cloruros (mg L™) 1,85
Alcalinidad (mg L™ 6,7 Hierro (mg L™) 1,0
Dureza célcica (mg L™) 75 Calcio (mg L™) 1,1
Dureza magnésica (mg L™) 2,4 Magnesio (mg L™) 0,6
Dureza total (mg L™) 9,9 Sodio (mg L) 0,6
Turbidez (unt) 32 Potasio (mg L™ 0,6
Color (Pt-Co) 150 Aluminio (mg L™) 0,9
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28 mg L (90 %). La CL59 de NaOH para M.
macrocopa en el agua sintetica dura fue 25,64
mg L con limites de confianza al 95 % entre
24,57-26,70mg L.

En el ensayo con agua del rio Orinoco no se
presentaron muertes para la concentracién de 15
mg L* de NaOH. La mayor mortalidad (90 %)
ocurri6 en la concentracién més alta (25 mg L?) a
las 48 h (Figura 2). Durante las primeras 24 h solo
hubo neonatos muertos para la concentracion de
25 mg L. La CL,, de NaOH para M. macrocopa
con agua del rio Orinoco fue 21,61 mg Lt con limites
de confianza al 95 % entre 20,59 - 22,81 mg L.

Las Tablas 2 y 3 muestran las concentraciones
de pH y oxigeno disuelto determinados en las
experiencias con medio preparado y medio natural,
a las distintas concentraciones de hidroxido de
sodio. En el caso del bioensayo utilizando agua
sintética dura se registré una diferencia apreciable
en el pH del control (8,41 — 8,55) con respecto a
las diluciones de hidréxido de sodio (9,47 — 9,96),
aumentando en mas de 1 unidad de pH; mientras
en la prueba con agua del rio Orinoco se observé
un incremento superior a 3,5 unidades de pH. Los
andlisis de ANOVA vy t-Student encontraron
diferencias significativas entre el pH del control

con respecto al de las dosis evaluadas en los dos
medios de exposicion. Este no fue ajustado por
considerarse un efecto directo producido por el
NaOH al ser incorporado a los ambientes naturales.

El pH de los tratamientos con hidréxido de
sodio en los dos medios estudiados estuvo fuera
del 6ptimo de cultivo (7,0 — 8,6) para Daphnia
sefialado por Lewis y Weber (1985), y por Esclapés
(1999) para Daphnia magna, D. pulex y M.
macrocopa. La mayoria de los seres vivos se
desarrollan en un rango de pH que oscila entre 6,5
y 8,5 (Kemmer y McCallion 1989), Ecker (1991)
explica que los cambios de pH alteran la ionizacion
de las proteinas en los organismos.

Los cladoceros poseen los apéndices
respiratorios en las patas, el trasporte de oxigeno
resulta apoyado por la presencia de hemoglobina
en la hemolinfa (Margalef 1983). La afinidad
hemoglobina - oxigeno se ve afectada por
variaciones en la temperatura y el pH. El efecto
Bohr describe que una disminucion en el pH y un
aumento en la temperatura provocan una reduccion
en la afinidad hemoglobina - oxigeno; mientras un
incremento en el pH y una disminucién de la
temperatura acrecienta la afinidad hemoglobina -
oxigeno (Ecker et al. 1994). El aumento de pH
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Figura 1. Mortalidad de M. macrocopa observada en |

ECOTROPICOS 20(1):24-30 2007

0s bioensayos de toxicidad aguda con agua sintética dura.
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Figura 2. Mortalidad de M. macrocopa observada en los bioensayos de toxicidad aguda con agua del rio Orinoco.

producido en los medios por efecto del NaOH
dificulta la separacion de las moléculas de oxigeno
de la hemolinfa de M. macrocopa generando un
déficit de energia y obstaculizando la llegada del
oxigeno a los masculos.

Las pruebas de ANOVA y t-Student no
encontraron diferencias significativas entre el
oxigeno disuelto del control con respecto al de los
tratamientos en los ensayos con agua sintética dura,
pero si en los del agua del rio Orinoco en las

Tabla 2. Valores de pH y oxigeno disuelto (OD) en los bioensayos de toxicidad aguda con agua sintética dura

23mg L* 25mg L* 28 mg L™ 30mg L* 33mgL*
Dosis Control
NaOH NaOH NaOH NaOH NaOH
Tiempo (h) pH oD pH oD pH oD pH oD pH oD pH oD
0 855 9,00 9,60 894 953 903 967 904 970 903 980 9,04
24 843 896 976 888 979 899 989 901 989 901 99 8,99
48 841 876 952 883 947 894 956 89 962 899 972 893
Desviacién
respecto al - - 116 -002 1,13 008 124 010 127 010 1,336 0,08
control
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Tabla 3. Valores de pH y oxigeno disuelto (OD) en los bioensayos de toxicidad aguda con agua del rio Orinoco.

15mg L* 18 mg L™ 20mg L™ 23mg L™ 25mg L™
Dosis Control
NaOH NaOH NaOH NaOH NaOH
Tiempo (h) pH oD pH oD pH oD pH oD pH oD pH oD
0 6,66 8,82 10,13 8,98 10,28 8,76 10,39 8,82 10,50 8,95 10,54 8,93
24 6,43 8,74 10,03 9,01 10,27 8,73 10,28 8,81 10,40 8,91 10,54 8,91
48 6,44 8,70 10,11 8,89 10,25 8,559 10,36 8,79 10,50 8,88 10,56 8,87
Desviacion
respecto al - 358 021 372 -006 383 005 396 016 404 015
control

concentraciones de 15, 23 y 25 mg L™, debido a
que el oxigeno del control fue un poco menor, pero
no es atribuible a una alteracion causada por el
xenobiotico evaluado. El oxigeno disuelto se ubicd
entre 8,59 - 9,04 mg L* para todos los tratamientos
estudiados. Aunque el oxigeno se mantuvo constante
y en altas concentraciones M. macrocopa tolera
abrutas disminuciones (Martinez y Gutiérrez 1997).

La CL,, de NaOH para M. macrocopa en
48 h fue menor en el medio natural (21,61 mg L)
que en el preparado (25,64 mg L*) debido
posiblemente a que se produjo un mayor incremento
en el pH del agua del rio Orinoco, aumentando el
grado de nocividad sobre los organismos estudiados.
Merck (1999) sefiala que el NaOH causa un efecto
perjudicial sobre los medios acuaticos ya que altera
su pH, ademas destruye las células al reaccionar
con las sustancias liquidas que contiene, generando
liberacion de calor.

Los valores de CL,, de NaOH a 48 h sobre
M. macrocopa determinados en agua sintética
dura y agua del rio Orinoco, se encuentran dentro
del amplio rango (10 - 100 mg L™*) de CL,,a96 h
mencionado por Merck (1999) para organismos
acuaticos.

CONCLUSIONES

La concentracién letal media de hidroxido de
sodio a las 48 h en el agua sintética dura para M.

ECOTROPICOS 20(1):24-30 2007

macrocopa fue de 25,64 mg L, mientras que para
el agua del rio Orinoco fue de 21,61 mg L.

El hidroxido de sodio resulté mas toxico en el
medio natural en comparacion con el medio
sintético, presentandose un incremento superior de
3,5 en el valor del pH en los bioensayos con agua
del rio Orinoco y mayores de 1,1 en las experiencias
con agua sintética dura.
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