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ANALISISDE AGUA - EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA CON Daphnia magna Straus (Crustaces-
Cladocera) - METODO DE PRUEBA.

WATER ANALYSIS- ACUTE TOXICITY EVALUATION WITH Daphnia magna Straus (Crustacea-Cladocera) -
TEST METHOD.

1.- OBJETIVO

La presente Norma Mexicana establece el método para el andlisis bioldgico de calidad del agua mediante pruebas de
toxicidad aguda utilizando a organismo dul cecuicola Daphnia magna Straus 1820 (Crustacea-Cladocera).

2.- CAMPO DE APLICACION

Este método es aplicable parala evaluacion de toxicidad aguda en cuerpos de agua dulce, asi como aguas residuales
industriales, efluentes agricolas, municipales y sustancias puras, combinadas o lixiviados.

3.- REFERENCIAS

NMX-AA-003  Aguasresiduales - Muestreo.

NMX-AA-007  Aguas - Determinacion de latemperatura.

NMX-AA-008  Aguas- Determinacion del pH.

NMX-AA-014 Cuerpos receptores - Muestreo.

NMX-AA-072  Andlisis de agua - Deteminacion de la dureza-Método del E.D.T.A.(Acido etilen diamino tetra-
acético).

NMX-AA-093  Proteccién del ambiente - Contaminacién del agua - Determinacion de la conductividad el éctrica.

4.- DEFINICIONES

Paralos propdsitos de esta Norma Mexicana, se establecen las siguientes definiciones:

4.1 Aclimatacion

Es la adaptacién fisiolégica a un nivel particular de una o més variables ambientales. El término es generamente
referido al control en condiciones de laboratorio.

4.2 Aguadesionizada

Es el agua que ha sido tratada para remover los iones de la solucién para obtener una conductividad menor o igual a
2 umhos/cm.

4.3 Aguadedilucion

El agua natural o reconstituida que por las caracteristicas dptimas que presenta para la sobrevivencia 'y reproduccion
de los organismos usados en pruebas de toxicidad, es utilizada para preparar las diferentes diluciones o concentraciones
ef ectuadas durante una prueba, sea ésta exploratoria o definitiva.

4.4 Aguareconstituida

Es el agua desionizada o destilada con reactivos quimicos adicionales. El resultado es agua dulce sintética libre de
contaminantes y con caracteristicas deseables de pH y dureza. Se prepara con sales inorganicas que se adicionana en la
cantidad requerida por €l organismo prueba.

4.5 Aguasresiduales

Son las aguas de composicién variada provenientes de las descargas municipales, industriales, comerciales, agricolas,
pecuarias, domésticas y en general de cualquier otra.

2 NOM-AA-87-1995-SCFI



Ui
Normas Oficiales Mexicanas NHNET

4.6 Cladocera

Es el orden taxondmico a que pertenecen las comunmente |ladas "pulgas de agua'. Las valvas de caparazon de los
organismos cubren solamente el tronco y 1os apéndices.

4.7 Concentracion letal (CL)
Es la concentracion de una sustancia (pura o combinada), o efluente que produce la muerte del organismo.
4.8 Concentracion letal media (Clso)

Es la concentracion de una sustancia (pura 0 combinada), o efluente que origina un efecto letal en e 50% de los
organi Smos expuestos.

4.9 Contamminante

Es toda materia o energia en cuaesquiera de sus estados fisicos y formas que al incorporarse o actuar en la atmdésfera,
agua, suelo, flora, fauna o cualquier elemento natural, altere o modifique su composicion y condicion natural.

4.10 Cuerpos de agua

Son los lagos, lagunas costeras, estuarios, acuiferos, redes colectoras, con excepcion de los sitemas de drengje y
alcantarillado urbano y municipal, rios y sus afluentes directos o indirectos, permanentes o intermitentes, presas,
cuencas, cauces, canaes, embalses, cenotes, manantiales y demas depdsitos o corrientes de agua.

4.11 Défnido
Es el nombre castellanizado que reciben los organismos del género Daphnia conocidos como "pulga de agua'.
4.12 Daphnia magna

Es un microcrustéceo del orden Cladocera de 1 mm a 1,5 mm de longitud los neonatos, y de 4 mm a 6 mm los
adultos (ambos, visibles a simple vista).

Es un representante importante de las comunidades dulceacuicolas con gran sensibilidad a una amplia gama de
compuestos toxicos, siendo ésta una de las caracteristicas principales para que sea usado internacionalmente en pruebas
de toxicidad. Asimismo, su ciclo de vida corto y fécil cultivo en laboratorio, permite realizar pruebas rapidas y
economicas (ver figura 1).

4.13 Descarga

Aguas residuales que se vierten directa o indirectamente en algin cuerpo de agua o sistema de drengje y
alcantarillado urbano y municipal, incluyéndose |os procesos de infiltracion e inyeccion.

4.14 Ecosistema acuético

Es la unidad funcional basica de interaccion de los organismos vivos entre si de éstos con €l ambiente acudtico en un
espacio y tiempo determinado.

4.15 Efecto agudo

Es aquel que se manifiesta en una respuesta inmediata (en invertebrados acuéticos se hable cominmente de 24 h a 48
h) del organismo a toxico o tdxicos alos que ha sido expuesto. Usua mente produce inmovilidad o muerte.

4.16 Efecto crénico

Es la respuesta a un estimulo que se produce durante una gran parte del ciclo de vida del organismo expuesto,
genera mente se manifiesta en su crecimiento y reproduccion.

4.17 Efluente

Es el aguau otro liquido que procede de un embalse, cuenca, proceso o planta de tratamiento.
4.18 Fotoperiodo

Esla duracion de iluminacién y obscuridad en un lapso de 24 h.
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FIGURA 1 .- Hembra adulta Daphnia magna Straus
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4.19 Inmovilidad

Es la incapacidad de los dafnidos para mover sus antenas natatorias (ver figura 1), después de 10 s de haberlos
separado con una pipeta Pasteur de punta recortada y expuesto a la luz blanca de una l&ampara de 60 W a una distancia
de 10 cm. Este criterio se emplea en esta Norma Mexicana en caso de que se tenga duda de la muerte de los organismos.

4.20 Lixiviado

Es €l ligquido proveniente de los residuos, € cual se forma por reaccidn, arrastre o percolacion y que contiene,
disueltos o en suspension, componentes que se encuentran en |os mismos residuos.

4.21 Muestra simple o instantanea

Es la que se toma ininterrumpidamente durante le periodo necesario para completar un volumen proporciona al
caudal, de manera que éste resulte representativo de la descarga de aguas residuales, medido en € sitio y en e momento
del muestreo.

4.22 Muestra compuesta.

Es aquélla que se forma con la mezcla de muestras simples o instantaneas tomadas en un efluente industrial, agricola
o municipa. El nimero de muestras simples depende de las horas por dia que opere €l proceso generador de la descarga.

4.23 Neonatos
Son los dafnidos de 1 mm a 1.5 mm de longitud y edad menor a 24 h utilizados en pruebas de toxicidad.
4.24 Prueba de toxicidad (bioensayos de toxicidad)

Es la exposicion controlada de organismos a sustancias puras, combinadas y aguas provenientes de cuerpos de agua,
para evaluar su efecto.

4.25 Tiempo de exposicion

Es el periodo a que se someten |os organismos a las soluciones de prueba en un bioensayo de toxicidad.
4.26 Toxicidad

Es €l efecto adverso que produce un toxico.

4.27 Toxicidad aguda

Es el efecto letal que se produce después de exponer a los organismos prueba a sustancias (puras o combinadas) o
efluentes una sdla vez, durante un periodo corto. Para Daphnia magna es de 48 h.

4.28 Toxico

Es cualquier sustancia (pura o combinada) o efluente que al entrar en contacto con e organismo produzca dafios
estructurales, ateraciones bioquimicas o fisiologicas o incluso la muerte, dependiendo de la concentracion y del tiempo
de exposicion.

4.29 Toxico dereferencia

Es una sustancia quimica utilizada en bioensayos de toxicidad, cuyo efecto en los organismos a determinadas
concentraciones es conocido, y por lo tanto, permite establecer el estado de respuesta de los organismos de prueba
empleados, asi como comparar |os resultados intra e inter laboratorios. El uso de estos tdxicos, proporciona también una
evaluacion general de la precision (estabilidad y repetibilidad) del método através del tiempo.

4.30 Toxicologia acudtica

Es d estudio cuditativo y cuantitativo de los efectos adversos producidos por productos quimicos y materiales
antropogéni cos sobre |0s organismos acuaticos.

5 MUESTREO

El muestreo tanto de cuerpos de aguas como de efluentes industriales, agricolas, municipales y/o urbanos y lixiviados,
constituye una parte integral y fundamental de cualquier programa de monitoreo de la calidad del agua, pues
proporciona bases parala evaluacion de propiedades y efectos potenciales del agua, sobre los organismos del ecosistema.

5.1 Muestreo en efluentes industriales, agricolas, municipalesy urbanos.

Se toman muestras compuestas de dos litros, (volumen total) en recipientes de polipropileno o de vidrio borosilicato,
de acuerdo como se especificaen latabla 1.
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TABLA 1.-Muestras instantaneas requeridas para formar una muestra compuesta.

Horas por dia que opera el proceso NUmero de muestras Intervalo parala obtencion de muestras simple.
generador de la descarga.
Minimo (h) Maximo (h)
Hasta8 h 4 10 2,0
Méasde8hy hastal2 h 4 2,0 30
Méasde12 hy hastal8h 6 2,0 30
Masde 18 hy hasta24 h 6 30 4,0

Con €l fin de hacer explicito qué volumen de las muestras simples provenientes de efluentes es necesario para la
preparacion de una muestra compuesta, se presenta un gjemplo en el Apéndice A.

5.2 Muestreo en cuerpos de agua.

El muestreo se debe llevar a cabo tomando una muestra instantanea o simple de dos litros, siguiendo los lineamientos
descritos en laNMX-AA-014 (ver 3 Referencias).

Ademas deben tomarse en consideracion los pardmetros fisicogquimicos basicos (pH, oxigeno disuelto, conductividad
y temperatura de aguay aire), registrando las siguientes caracteristicas aparentes:

- Olor

- Color

- Turbiedad

- Presencia o ausencia de burbujas y espuma

6. PRINCIPIO

Este método se basa en la exposicion controlada del crustaceo del orden Cladocera (Daphnia magna) a cuerpos de
agua, sustancias puras, combinadas o efluentes y lixiviados para evaluar el efecto que producen en dicho organismo.

7. REACTIVOS Y MATERIALES

7.1 Reactivos (grado analitico)

- Acido bdrico (HzBO5)

- Acido etilen diamino tetra-acético(ED T A) *
- Acido nitrico (HNOs) a 30%

- Acido sulfurico concentrado (H,SO,)

- Acetona (C3Hg0)

- Aguadestilado o desionizada (H,0)

- Bicarbonato de sodio (NaHCO5)

- Cloruro de Calcio (CaCl; - 2H,0)

- Cloruro de manganeso (MnCl; - 4H,0)
- Cloruro de potacio (KCl)

- Cloruro de sodio (NaCl)

- Dodecil sulfato de sodio (SDS) **

- Fosfato monobésico de potasio (KH,PO,)
- Fosfato dibasico de potasio (K;HPO,)

- Hidréxido de potasio (KOH)

- Nitrato de cobalto Co (NOs) , - 6H,0

- Nitrato de sodio NaNO;

- Oxido de molibdeno (Mo0s)

- Selenito de sodio (N&Se0s)

- Sulfato de calcio (CaS0, - 2H,0)

- Sulfato de cobre (CuS0O, - 5H,0)

- Sulfato ferroso (FeSO, - 7H,0)

- Sulfato de magnesio (MgS0, - 7H,0)

- Sulfato de zinc (ZnS0, - 7H,0)

7.2 Materiales
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- Céajas petri

- Cubrebocas

- Detergente

- Frascos ambar con tapdn de pléstico

- Frascos de boca ancha de 1 000 ml

- Garraféndevidriode 20 L

- Guantes de latex desechables

- Matraces. Erlenmeyer de 1,000 ml.

- Matraces volumétricos de diferentes capacidades

- Pipetas graduadasde 1 ml, 5 ml y 10 ml

- Pipetas Pasteur con punta recortada

- Pipetas volumétricas de diferentes capacidades

- Probetas graduadas de 100 ml

- Propipetas

- Recipientes de polietileno, polipropileno o de vidrio borosilicato de 2 L
- Vasos de precipitados tipo Griffin de 150 ml.

NOTA 1.- * El E.D.T.A. debe ser valorado.

NOTA 2.- ** Reactivo utilizado como téxico de referencia.

8. APARATOS

- Agitador magnético

- Autoclave

- Balanza analitica

- Camara de Neubauer

- Centrifuga

- Conductimetro

- Congelador (-28°C)

- Controlador de fotoperiodo "Timer"
- Luxdémetro

- Microscopio Optico

- Oximetro

- Potenciometro

- Refrigerador (de 0° C a4° C)
- TermOmetro

9. REPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA

Las muestras, tanto simples o instantaneas como compuestas deben ser almacenadas en recipientes limpios de
polietileno, polipropileno o de vidrio borosilicato; éstos deben ser llenados totalmente y sellados. Los envases no deben
ser reutilizados.

Las muestras deben mantenerse a una temperatura de 4°C = 2°C hasta su llegada al laboratorio. A menos que las
pruebas de toxicidad se efectlien 6 h posteriores ala colecta, y hasta 36 h, se deben mantener a4°C + 2°C.

Después de 36 h y hasta 40 dias posteriores a la fecha de colecta, se deben congelar a -28°C (utilizando un
congelador) para evitar cambios debidos a la actividad microbiana, transformacion quimica y/o pérdida de sustancias
volétiles.

Las muestras no deben de ser preservadas con ninguin producto quimico.

El tiempo que se considera valido para el inicio del bioensayo depende de la forma en la que se preserve la muestra,
es decir:

- Hasta 6 h, las muestras mantenidas a temperatura ambiente.

- Hasta 36 h, las muestras mantenidas a4°C = 2°C

- Hasta 60 dias, las muestras que sean congeladas a -28°C.

Las muestras preservadas por mas de 60 dias no deben ser usadas para realizar pruebas de toxicidad.

NOM-AA-87-1995-SCFI 7
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El tiempo cero, en una muestra compuesta, es el tiempo de latoma de la Ultima colecta simple o instantanea.

El tiempo final, considerado para la validez de la prueba, es e momento en el que los d&fnidos se introduzcan en
todos |l os recipientes de prueba.

10. PROCEDIMIENTO
10.1 Actividades previas en el laboratorio

Una vez que se conoce la fecha exacta en la que se debe llevar a cabo e bioensayo, se deben redlizar las siguientes
actividades, con lafinalidad de iniciar la prueba en e preciso momento en que la muestra arribe al laboratorio.

10.2 Condiciones ambientales para el cultivo de Daphnia magna.

Paralainstalacion de un cultivo de Daphnia magna, se debe contar con un &rea minima de 6 m?, que debe estar libre
de sustancias téxicas (gases, vapores, cualquier otra). Que puedan entrar en contacto directo con los cultivos. Esta debe
tener los aditamentos necesarios para mantener una temperatura entre 18°C y 22°C, y un fotoperiodo de 16 h luz/8 h
obscuridad, utilizando un termémetro y un controlador de fotoperiodo "Timer" respectivamente.

A continuacién se establecen las condiciones que deben contemplarse para tener en Optimo estado a cladécero
Daphnia magna:
10.2.1 lluminacion

Es necesarios mantener constante la intensidad de luz en el area donde se encuentren los organismos, ya que los
cambios en la intensidad provocan que naden hacia la superficie y queden atrapadas a no poder romper la tension
superficial del agua.

Para la iluminacion del cultivo deben utilizarse lamparas fluorescentes "luz de dia' que proporcionen una

luminosidad alos cultivos de 600 luxes* a 1,000 luxes, medida con un luxémetro; asimismo, mantener un fotoperiodo de
16 h luz/8 h obscuridad.

* |uxes se abrevialx.

10.2.2 Temperatura

Mantener latemperatura del agua de los cultivos a 20°C + 2°C.
10.2.3 Oxigeno disuelto

Los niveles del oxigeno disuelto se deben mantener por arriba de 3 mg/L, esto se logra renovando completamente el
medio de cultivo unavez por semana.

10.2.4 pH

Es necesario que los valores de pH se manengan en un intervalo de 7,5 a 8,5.

10.2.5 Conductividad

Es indispensable que sea mantenida entre 250 pmhos/cm y 600 pmhos/cm.

10.2.6 Durezatotal

Es necesario que se encuentre entre 160 mg/L y 180 mg/L de carbonato de calcio (CaCOs)
10.3 Condiciones para €l cultivo y mantenimiento de los organismos.

El cuidado que se debe tener con los organismos en cultivo, es una de las tareas que van a conducir a que se tenga un
lote controlado de dafnidos cuya densidad no debe ser mayor de 15 organismos/L de agua reconstituida. Cada lote debe
ser iniciado con neonatos de menos de 24 h de nacidos en estado 6ptimo, colocandol os en recipientes de boca ancha de 1
L. Unavez transcurridos 7 dias se ha alcanzado la madurez sexual; del séptimo a noveno dia, se presenta la primera
progenie o descendencia; una vez que se ha dado ésta, cada 2 dias o 3 dias se obtienen descendencias sucesivas a partir
del mismo adulto.

El cuidado del cultivo, conllevalos siguientes aspectos:
10.3.1 Recambio de agua

El agua de cultivo, después de un tiempo determinado, va a perder sus caracteristicas iniciales debido a la materia
organica acumulada, producto de los desechos de los organismos y de residuos alimenticios; por ende, debe ser renovada
completamente una vez por semana.

10.3.2 Limpieza
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Todos los recipientes usados en los cultivos, deben ser limpiados al menos dos veces por semana para evitar
problemas de acumulacion excesiva de microorganismos (los dafnidos, dentro de su dieta toleran cierto nimero de
bacterias, sin embargo, una cantidad excesiva puede ocasionarles problemas serios).

Los dias de limpieza se seleccionan de acuerdo ala carga de trabajo que se tenga en € laboratorio, siendo factible que
uno de esos dos dias se ocupe par redizar el recambio de agua mencionado con anterioridad.

10.3.3 Alimentacion

La calidad de la dieta alimenticia es uno de los aspectos considerados como importantes dentro del cultivo de los
organismos, ya que de ello depende la sobrevivenciay tasa reproductiva optima de los dafnidos.

El alimento esta constituido por cualquiera de las siguientes tres especies de microalgas verdes: Chlorella vulgaris,
Onkistrodesmus falcatus y Scenedesmus incrassatulus.

La aimentacion se redliza hasta 3 veces por semana (lunes, miércoles y viernes, por gemplo). La cantidad de
aimento suministrada ala Daphnia cada tercer dia debe ser de 0,4 células/mL, 1,3 células/mL y 2,5 x 10* células/mL de
Ankistrodesmus vulgaris, Scenedesmus incrassatulus y Chlorella vulgaris, respectivamente, utilizando pipetas graduadas
delmbL, 5mL 6 10 mL. El conteo de las células agaes se efectua con a ayuda de una camara de Neubauer o
hematocitdmetro (ver Capitulo 14 inciso 14.2).

Las microalgas se separan del medio del cultivo antes de ser suministradas como aimento. La separacién se hace por
centrifugacion, filtracion o sedimentacion.

Las microalgas concentradas se conservan en obscuridad y refrigeracion a 4°C + 2°C en frascos ambar, utilizandose
como aimento inmediatamente y hasta por un periodo maximo de 2 semanas, después del cua debe desecharse
cualquier remanente y emplear un nuevo concentrado.

Para el cultivo de las microalgas verdes se emplea el medio de cultivo Bold Basal descrito en latabla 2.

TABLA 2.-Medio de cultivo Bold Basal

Reactivo Concentracion (mg/L)*
NaNog 250
CaCl,. 2H,0 25
MgS0;,. 7H,0 75
K,HPO, 75
KH,PO, 175
NaCl 25
FeSO,. 7H,0 4,98
H»,SO, conc. 0,001**
H3BO3 11,42
E.D.T.A. 50
KOH 31
ZnS0O,. 7H,0 8,82
MnCl,. 4H,0 1,44
MoO; 0,71
CuSO,. 5H,0 1,57
Co (NO3),. 6H,0 0,49

NOTA 3- * En aguadestilada o desionizada.

NOTA 4.- ** mL/L.

Una vez preparado el medio, se esteriliza en autoclave durante 15 min a 1,01 kg/cm?.
10.4 Seleccion de organismos de prueba

Veinticuatro horas antes de iniciar la prueba, deben ser seleccionadas las hembras grévidas que se espera tengas sus
neonatos en ese lapso; deben ser colocadas en agua reconstituida sin alimento, a una densidad de 15 hembras/L; esta
agua recongtituida se elabora de acuerdo a a técnica descrita en el inciso 10.5.5.1. Aproximadamente 1 h antes de
iniciar la prueba, se deben separar los neonatos de los recipientes que contienen a las madres, utilizando una pipeta
Pasteur con la punta recortada. De esta manera se garantiza que los neonatos utilizados en las pruebas de toxicidad
tengas menos de 24 h de edad.
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Los organismos capturados deben ser colocados en pequefias cajas petri antes de ser finalmente transferidos a las
diluciones correspondientes.

Este criterio de seleccidn es vélido sdlo para neonatos de |a segunda a la octava progenie.
10.5..Lavado de materia y cristaleria

Todos los recipientes que entren en contacto con las muestras que van a ser usadas en e muestreo, deben lavarse
perfectamente para evitar que contengan residuos potencialmente téxicos a los organismos de prueba, utilizando el
meétodo que se describe a continuacion:

10.5.1 Lavar el material con detergente y enjuagar dos veces con agua de lallave.

10.5.2 Enjuagar €l material con acido nitrico (HNO3) a 30% para eliminar residuos metdlicos. Enjuagar con agua
desionizada, escurrir.

10.5.3 Enjuagar con acetona (C3HeO) para eliminar residuos organicos. Enjuagar con agua desionizada. Dejar
secar completamente.

Esta serie de lavados tienen que llevarse a cabo de 24 h a 48 h antes del bioensayo, protegiendo el material del polvo
y otros factores.

10.5.4 Enjuagar perfectamente con agua reconstituida.

10.5.5 Minutos antes de iniciar €l bioensayo, enjuagar los recipientes que van a contener a los organismos con agua
reconstituida.

El uso del agua reconstituida es necesarios porque:

- Es de composicién quimica conocida.

- Permite resultados reproducibl es.

- Permite crecimiento y reproduccion adecuada.

Para Daphnia magna se utiliza agua reconstituida cuya dureza sea de 160 mg/L a 180 mg/L y €l pH entre 7,5y 8,5.
Su preparacion debe efectuarse a menos con 72 h de anticipacién, cuidando que se efectie tal y como se indica en el
punto siguiente, ya que de ello depende en granparte tanto € cultivo optimo de los organismos como la culminacién
exitosa de la prueba.

10.5.5.1 Preparacion

Colocar 19 L de agua destilada o desionizada en un garrafon de vidrio de 20 L perfectamente limpio. Cualquiera que
sea € tipo de agua seleccionado, debe utilizarse durante todo el proceso y cada vez que serealice la prueba. Aimismo, es
necesario indicarlo en |os resultados.

Agregar 2,4 g de sulfato de magnesio (MgS0O,); 3,48 g de bicarbonato de sodio (NaHCOs;) y 0,16 g de cloruro de
potasio (KCI) al recipiente en el orden respectivo.

Agregar 2,4 g de sulfato de calcio (CaS0,4.2H,0) esté completamente disuelto. Adicionar alos 19 L preparados con
anterioridad y mezclar perfectamente.

Adicionar 20 pg de selenito de sodio (Na,SeOs).

Airear por |0 menos durante 24 h.

Para detectar la calidad Optima del agua reconstituida, se debe colocar durante 24 h a 10 neonatos en una muestra de
100 ml; si a término del plazo no se registra mortalidad, el agua puede ser utilizada en el cultivo y/o en la prueba.

10.6 Calibracién de aparatos, preparacion y valoracion de reactivos utilizados en andlisis quimicos.

Se debe efectuar una calibracion de aparatos (potencidmetro, oximebro y conductimetro) y la preparacion y
valoracion del E.D.T.A (Acido etilen diamino tetra-acético) 0,01 M en base alaNMX-AA-072 (ver 3 referencias).

10.7 Periodo de prueba

Cuando la muestra llegue al |aboratorio, se debe medir y anotar |a temperatura, el pH y conductividad. Si € andlisis
no va a ser efectuado inmediatamente, mantener la muestra de acuerdo al inciso 9 de esta Norma Mexicana hasta que sea
procesada. En caso de que la muestra llegue congelada al laboratorio, estos parametros se determinan a inicio del
bioensayo. Lamuestra debe descongelarse a temperatura ambiente.

Las aguas provenientes de efluentes industriale, agricolas, municipales y urbanos, deben ser evaluadas a partir de una
prueba exploratoriay unadefinitiva. Para cuerpos de agua Unicamente se realiza una prueba definitiva.
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10.7.1 Prueba exploratoria en efluentes industriales, agricolas, municipalesy urbanos.

Esta prueba sirve para determinar s un efluente es toxico 0 no, y en su caso, permite definir a intervalo de
concentraciones gque se deben aplicar en una prueba definitiva. En este bioensayo se prueban cinco concentraciones del
efluente: 100%, 50%, 25%, 12% y 6%, mas un testigo, siguiéndose los lineamientos de la tabla 3 de esta Norma
Mexicana.
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TABLA 3.-Condiciones de la prueba exploratoria con Daphnia magna.

Condiciones
Tipo de prueba Estética sin renovacion de la solucién
de prueba
Duracion 24h
Luminosidad 600 luxes* - 1,000 luxes
Fotoperiodo 16 h luz/8 h oscuridad
Volumen de | os recipientes de prueba 150 mL
(vasos de precipitado tipo Griffin)
VVolumen de agua reconstituida 50 mL
Edad de los organismos Menos de 24 h
NUmero de réplicas 2
NUmero de organismoas por réplic 10
Aireacion de los recipientes de prueba No
Agua de dilucién Reconstituida dura
Temperatura 20°C+ 2°C
Alimentacion No
VVolumen total de muestra por prueba 100 mL.
Respuesta evaluada Inmovilidad
Criterio de aceptacion de la prueba Sobrevivenciamayor o igual a 90% en
testigos

NOTA 5- Para la preparacion de las muestras al 100% y de los testigos, se pueden utilizar probetas graduadas de 100
ml.
* Juxes se abrevialx

10.7.2 Prueba definitiva en efluentes industriales, agricolas, municipalesy urbanos

Una vez registradas las observaciones obtenidas en la prueba exploratoria, se determina e intervalo de
concentraciones que debe ser usado en la prueba definitiva.

El tiempo de exposicién en la prueba definitiva es mayor que en la exploratoria; por lo tanto, la mortalidad puede
incrementarse a final de la pruebay entonces la CL 5, no cae dentro del interval o seleccionado.

Al finalizar la prueba exploratoria, se deben efectuar observaciones a los organismos que continuan vivos para
determinar de acuerdo a estado de afectacion, si es adecuado o no modificar € intervalo seleccionado en la prueba
definitiva (ver Capitulo 13 inciso 13.2)

10.7.3 Prueba definitiva en cuerpos de agua.

El nimero minimo de diluciones que debe realizarse en esta prueba es de 4 y la muestra a 100%. Estas se efectlian
considerando un factor de dilucién de 0,5, utilizando para ello probetas graduadas de 50 mL y 100 mL, y pipetas
graduadas de 1 mL, 5 mL y 10 mL de acuerdo a las diluciones, de tal forma que se obtenga la siguiente serie de
concentraciones. 100%, 50%, 25%, 12,5% y 6,25%; ademés, por supuesto, €l testigo.

En las pruebas definitivas para efluentes y cuerpos de agua, se deben preparar al menos 3 réplicas.
El conteo de inmovilidad debe efectuarse cada 24 h para calcular laClsp 224 h'y 48 h (ver Capitulo 4 inciso 4.19).
10.8 Pardmetros a evaluar durante la prueba.

Los pardmetros fisicoquimicos que comunmente se evallan en un bioensayo, estan contenidos en las normas
indicadas en le punto 3 de esta Norma Mexicana. Durante la prueba, los pardmetros fisicoquimicos se determinan al
inicioy a término de la prueba en una serie de las réplicas (diluciones y muestraa 100%) y eun testigo.

Para fines de esta Norma Mexicana, €l oxigeno disuelto se determina mediante el empleo de un oximetro.

En latabla 4 de esta Norma Mexicana se agrupan las condiciones que deben observarse durante una prueba definitiva
en muestras provenientes de efluentes industriales, agricolas, municipalesy urbanos, asi como en cuerpos de agua.

10.9 Evaluacion de sensibilidad

Se debe elaborar un programa de control de calidad en el laboratorio que realice pruebas ee toxicidad, para garantizar
gue se puedan realizar comparaciones de resultados entra e inter laboratorios. Para evaluar la sensibilidad del organismo
de prueba (Daphnia magna), se utiliza el toxico de referencia que se establece en e inciso 10.9.3 de esta Norma
Mexicana.
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10.9.1 Lostoxicos de refernciatienen como principales caracteristicas las siguientes:
- Amplio espectro toxico

- Facilidad de obtencidn en forma pura.

- Alta solubilidad en agua.

- Persistenciay estabilidad en solucion

- Estabilidad en almacenamiento

- Facilidad de cuantificacion

10.9.2 Lasensibilidad de Daphnia magna se evalUa mediante la determinacion de la CLsy en un bioensayo de 48 h
aplicando concentraciones establecidas del tdxico de referencia. El método y las condiciones de prueba deben ser los
descritos en la presente Norma Mexicana.

10.9.3 El toxico de referencia que se debe emplear en esta prueba es el dodecil sulfato de sodio (SDS), en las
sigueintes concentraciones: 2 mg/L, 4 mg/L, 8 mg/l, 16 mg/L y 32 mg/L. La CLx, de referencia para este toxico es de
145 mg/L + 45 mg/L. La CLsy determinada experimentalmente debe quedar dentro de este intervalo de confianza, ya
gue en caso contrario se tienen elementos fundados para suponer que los organismos empleados son hipo o
hipersensibles, segiin sea € caso de que la CLsy sea mayor o menor que dicho intervalo. Siendo necesario revisar los
posibles factores de variabilidad, tales como:

TABLA 4.-Condiciones de la prueba definitiva con Daphnia magna.

Condiciones
Tipo de prueba Estética sin renovacion de la solucién de
prueba
Duracion 48 h
Luminosidad 600 luxes* - 1,000 luxes
Fotoperiodo 16 h luz/ 8 h oscuridad
Volumen de | os recipientes de prueba 150 mL
(vasos de precipitado tipo Griffin)
Volumen total (agua reconstituida 100 mL
mas muestra)
Edad de los organismos Menos de 24 h
NUmero de réplicas por concentracion 3
NUmero de organismos por réplica 10
Aireacion de los recipientes de prueba No
Agua de dilucién Reconstituida dura
Temperatura 20°C+ 2°C
Alimentacion No
Respuesta evaluada Inmovilidad a24 hy 48 h
Criterio de aceptacion de la prueba Sobrevivencia mayor o igua a 90% en los
testigos

NOTA 6.-Las diferentes concentraciones que se preparen en las pruebas exploratorias y formales deben realizarse
utilizando pipetas y/o matraces volumétricos de diferentes capacidades, excluyendo sdlo a las muestras al 100% y alos
testigos.

* Juxes se abrevialx.

10.9.3.1 Método de cultivo y mantenimiento de |os organismos de prueba.

10.9.3.2 Edad y estado de salud de los organismos
10.9.3.3 Manegjo de los neonatos.
10.9.3.4 Periciay consistencia en larealizacion de las pruebas por parte de los analistas.

10.9.4 Una vez que se han revisado minuciosamente los factores mencionados y que se han descartado a los dos
ultimos como los responsabl es de la modificacion de la sensibilidad del 1ote de Daphnia magna ampleado, se debe revisar
el método de cultivo. En caso extremo, se recomienda no realizar mas bioensayos con dicho lote y sustituirlo con uno
nuevo parala prueba, el cual también debe ser evaluado.

10.9.5 El toxico de referencia descrito en esta Norma Mexicana puede ser sustituido por cuaquier otro, siempre y
cuando cumpla con las caracteristicas sefialadas en el inciso 10.9.1 de esta norma.
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11.- EXPRESION DE RESULTADOS

Para la obtencion de la CLsy (concentracion letal media) se recomienda utilizar el "Método pH inciso 14.12), € cual
evalla la relacion concentracion respuesta de un contaminante sobre un organismo, medido en términos de su Clsp y su
precision o intervalo de confianza de acuerdo alos lineamientos que se establecen a continuacion:

11.1 Método Probit

El método Probit, también conocido como Método de Unidades probabilisticas’ es utilizado para evauar la relacion
dosis respuesta de un contaminante sobre un organismo, medida en términos de la concentracion letal media (Clsg) y su
precision o intervalo de confianza.

11.1.1 Determinacion de la concentracion letal media (CLsp)

La obtencion dela Clsy serealiza por € Método Probit, cuya secuencia se explica a continuacion, y en el Apéndice C
se desarrolla un g emplo:

11.2 Paso 1

Preparar unatabla con los siguientes datos:

11.2.1 Concentracién del efluente usado en la prueba (%)

11.2.2 Log,, de la concentracion del efluente (%)

11.2.3 NuUmero de organismos por concetracion (N)

11.2.4 Mortalidad observada por concentracion (p)

11.2.5 Porcentagje de mortalidad por concentracion (P)

11.2.6 Probit empirico (EP)

11.2.7 Probit calculado (CP)

11.3 Paso 2

Losincisos 11.2.1 a 11.2.5 del paso 1, son obtenidos directamente de los resultados del bioensayo.
11.4 Paso 3

El valor de Probit empirico se obtiene de latabla 5, a partir del % de mortalidad por concentracion.
11.5 Paso 4

Graficar en papel e Log,o de las concentraciones en e eje "X" y los Probit empiricos en €l ge"Y" (ver Capitulo 13
inciso 13.3)

11.6 Paso 5

Efectuar €l gjuste de larecta por el "método de minimos cuadrados”, utilizando la ecuacién de la recta que se describe
a continuacion:

Y=mX+b

TABLA 5.-Relacién de % de mortalidad / Probit empirico

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66
10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,92 3,96 4,01 4,05 4,08 4,12
20 4,16 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45
30 4,48 4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72
40 4,75 4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,97
50 5,00 5,08 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23
60 5,25 5,28 531 5,33 5,36 5,39 541 5,44 5,47 5,50
70 5,52 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 571 5,74 577 5,81
80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 6,18 6,23
90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33
% 0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
99%a 7,33 7,37 741 7,46 7,51 7,58 7,65 7,75 7,88 8,09

NOTA 7 - aVaoresentre 99y 99.9
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Una vez finalizado esto, trazar una recta perpendicular al eje "Y" exactamente en el valor de Probit igual a5. En €
punto de interseccion con la recta gjustada, proyectar hacia el gje "X" para obtener €l Log;o de la CL .

Unavez obtenido €l valor del Log;ode la CLsg, determinar la CLso mediante la siguiente relacion:
Clg = Antiloglo X (en Y = 5)

11.7 Paso 6
Pasas a seguir en la determinacion del error patron

11.7.1 Determinar "S', que esta definido como €l intervalo de incremento del Log;, de la concentracion (X) por
unidad de incremento en el Probit Empirico (EP) y tiene la siguiente relacion

S= X 2" xl
CP, - CP,

Donde:
X,y X1 s0n los valores més bajos y més altos respectivamente obtenidos a partir de la concentracion en Logso (X):
CP, y CP; son los valores més bajos y més altos respectivamente obtenidos a partir del Probit calculado (CP).

11.7.2 Paso 7

Determinar el error patron del Logyo CLsg, preparando unatable con |os siguientes datos:

11.7.2.1 Logaritmo de la concentracion (X)

11.7.2.2 Numero de organismos en cada concentracion (N)

11.7.2.3 Probit calculado (CP)

11.7.2.4 Factor ponderado (w), obtenido a partir de latabla 6 considerando los valores de Probit calculado (CP)

11.7.2.5 Productos: Nw, NwX y NwX?

11.7.2.6 Sumatorias: Nw, NwX y NwX?

TABLA 6.-Factor ponderado (w) parael calculo de Probit (CP)

0,0 0,1 0,2 0,3 04 05 0,6 0,7 0,8 0,9
1 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,005 0,006 0,008 0,01
2 0,015 0,019 0,025 0,031 0,040 0,050 0,062 0,076 0,092 0,11
3 0,131 0,154 0,180 0,208 0,238 0,269 0,302 0,336 0,370 0,40
4 0,439 0,471 0,503 0,532 0,558 0,581 0,601 0,616 0,627 0,63
5 0,637 0,634 0,627 0,616 0,601 0,581 0,558 0,532 0,503 0,47
6 0,439 0,405 0,370 0,336 0,302 0,269 0,238 0,208 0,180 0,15
7 0,131 0,110 0,092 0,076 0,062 0,050 0,040 0,031 0,025 0,01
8 0,015 0,011 0,008 0,006 0,005 0,003 0,002 0,002 0,001 0,00

Una vez obtenido e factor ponderado (w) y calculado los productos: Nw, NwX, Nwx? y sumatorias, obtener e error
patron (Eslog,e) de CL g utilizando la siguiente relacion:

1, SNw(m- z)?
SNw  SNw(SNwX)?

Eslogio Clso = S ( )]0,5

Donde:

Eslogio es el error patrén dela Cl s

S es € intervalo de incremento:

m es la pendiente obtenida por minimos cuadrado:
. NwX

z esigua a

11.8 El intervalo de confianza de la CL 5, esta dando por la siguiente relacion:
IC ClLgp = (CL50) (Eg Ogl()CLso) (loglo)
11.9 Lasunidades de toxicidad aguda se obtienen a partir de la siguiente relacion:
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UTa= x 100
50
Donde:
U.T.a es la unidad de toxicidad aguda:
CL s es la concentracion tedrica que origina el 50% de mortalidad de organismos expuestos con la muestra
evaluada

12 INFORME DE LA PRUEBA
El informe de la prueba incluye especificar los siguientes puntos:

- Cuencahidrol6gica
- Nombre del cuerpo de agua receptor
- Si setrata de pruebas en efluentes indicar:
1) Responsable legal del efluente
2) Si es efluente industria:
Razo6n socia de la empresa; direccion; tel éfono; que produce; que materias primas utiliza;
horario de operacion.
3) Si es efluente agricola
Localizacién, tipo(s) de cultivo (s) y en su caso que fertilizantes (s) se utiliza (n)
4) Si es efluente urbano o municipal:
L ocalizacién, nombre de la ciudad o municipio.
Paralos casos descritos en 2), 3) y 4), especificar ademas:

Caudal promedio (m%dia): caudal promedio durante e muestreo (ms): en caso de contar con sistema de

tratamiento, breve descripcion del mismo; localizacién de punto (s) de muestreo seleccionado (s); método de colecta
usado; fecha, periodo y horario de colecta usado; tiempo transcurrido entre la Ultima toma de muestra (s) y €l inicio del
andlisis; temperatura de la (s) muestra (s) a recibirse en el laboratorio; datos fisicoquimicos y observaciones en campo:
responsable (s) del muestreo.

- Si setrata de prueba de cuerpos receptores, indicar:

Localizacion de punto (s) de muestreo; método de colecta usado; fecha, periodo y horario de colecta; tiempo
transcurrido entre la Gltima toma de muestra (s) a recibirse en el laboratorio; datos fisicoquimicos y observaciones en
campo; responsable (s) del muestreo.

- Datos aregistrar durante la prueba de toxicidad:

Forma de amacenamiento y preservacion de la (s) muestra(s); fecha de inicio y término del andlisis; tipo de prueba
redlizada (exploratoria y o definitiva); datos fisicoquimicos a inicio del andlisis (pH, oxigeno desuelto,
conductividad, temperatura de agua y aire) y caracteristicas aparentes (olor, color, tubiedad, presencia o ausencia de
burbujas y espuma); datos fisicoquimicos en las muestras a 100%, dulucionesy testigos alas 24 h'y 48 h de tiempo
de exposicion (pH, oxigeno disuelto, conductividad, dureza total en la (s) prueba (s) exploratoria () y/o definitiva (s)
y la mortalidad o inmovilidad de los organismos prueba; responsable (s) de la realizacion de la (s) prueba (s) de
toxicidad.

- Andlisis de resultados

Tablas y gréficas derivadas de la prueba de toxicidad, asi como las anotaciones de las observaciones diarias
efectuadas en los organismos en cada concentracion, incluyendo los testigos; proveer los valores de CLs, de las
pruebas de toxicidad con sus respectivos limites de confianza a 95%, asi como las unidades de toxicidad obtenidas y
método estadistico utilizado; discusion de resultados.

- Datos adicionales

Toxico de referencia utilizado en la prueba de sensibilidad, Cls, obteniday fecha de realizacidn; responsable (s) de la
realizacion de la prueba.

- Conclusiones y recomendaciones

- Si se contrata una empresa consultora, laboratorio, o cualquier otro, que lleve a cabo € andlisis, indicar razén
social, representante legal, direccion y teléfono.

13 APENDICES
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13.1 Apéndice A
Como formar una muestra compuesta - Ejemplo

Si el proceso generador de la descarga " X" funciona por 15 h; entonces, de acuerdo a la tabla 1 se tienen que tomar
cuatro muestras simples par formar una compuesta.

Se deben tomar precauciones cuando se lleve a cabo e muestreo, utilizando cubrebocas y guantes de latex
desechables.

Suponer que lahora de toma de la muestrasimple y el caudal correspondiente se lleva a cabo de acuerdo alatabla 7.
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TABLA 7.-Horario y caudal hipotético del muestreo simple o instantaneo.

NuUmero de muestrasimple o | Horade latomadela Caudal dela
instanténea. muestra simple (h) descarga (m°)

1 9 32

2 12 13

3 15 8

4 18 3

TOTAL 56

La proporcion de muestra que debe ser tomada del cauda para cada tiempo se obtiene a partir de la siguiente
relacion:

Ct, )(100
o o (CH)000)
C
donde:
%Mt, esel por ciento (%) de muestraa tiempo "x";
Cty esel caudal al tiempo "x" en metros clbicos (m?);
Cr sel caudal total en metros ctbicos (m?)
Sustituyendo:
Sicy=32m’
3
omtty = 2 IA00) _ 579 405
56m
SiCt;=13m®
3
oomtt, = oM IE00) o5 5104
56m
SiCtz=8m’
3
omtt, = oM 00 14 oo
56m
SiCt,=3m’
3
oomt, = O IE00) _ 5 oo
56m

Por lo tanto, e volumen que corresponde a cada muestra simple considerando que & volumen total es de dos litros, se
calculaa partir de lasiguiente relacion:

Donde: Vi, = (20) (Y%oMt,)

Vt, es el volumen de muestra al tiempo "x" en mililitros (mL).

Sustituyendo:

Si %Mt = 57,14 %

Vt; = 20(57,14 %) = 1 143 mL

Si %Mt; = 23,21 %

Vi, = 20 (23,21 %) = 464 mL

Si %Mt; = 14,28 %

Vi3 = 20 (14,28 %) = 286 mL

Si %Mt, = 5,35 %

Vi, =20 (5,35 %) = 107 mL

Entonces:

SV, 02,000mL

13.2 Apéndice B
Determinacion del intervalo de concentraciones - Ejemplos
Ejemplo 1:
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Suponer que al final de la prueba exploratoria, se obtienen las siguientes mortalidades:

TABLA 8.-Relacion hipotética de concentraci on/ % de mortalidad.

Concentracion (%) Mortalidad (%)
6,25 0,00
12,50 5,00
25,00 10,00
50,00 30,00
100,00 70,00
% Mortalidad _ A
NOTA8- —— =" x100
oinmovilidad B
Donde:

A es el nimero de organismos muertos por concentracion:

B es el nimero de organismos expuestos por concentracion:

En este caso, la ClLsy tedrica a 24 h (tiempo de exposicion que dura la prueba exploratoria) esta entre la
concentracion a 50 % y 100 % por lo cual, es factible seleccionar parala prueba formal, cinco concentraciones entre 50
% y 100 % sin embargo, aqui esimportante considerar lo siguiente:

- Estado que presentan los organismos al final de la prueba exploratoria en la concentracion a 50%, esto es si los

organismos, a diferencia de los testigos (los cuales, en condiciones normales tienden a moverse activamente por toda

la columna de agua), mueven muy lentamente su segundo para de antenas y ademas permanecen en el fondo o en la
superficie, seguramente alas 48 h van a estar completamente inmdviles.

Es este caso, es erréneo seleccionar para la prueba definitiva, al 50% como la concentracién minima, ya que es mas
adecuado utilizar valores todavia menores, por gemplo 40 %y 30 %.

Por otro lado, en caso de que los organismos a la concentracion 6,25 % de este gjemplo, presenten una movilidad
similar aladel testigo, es adecuado utilizar ésta, como concentracién minima.

Ejemplo 2:

Suponer ahora, que a final de la prueba exploratoria se obtienen los siguientes val ores de mortalidad:

TABLA 9.-Relacion hipotética de concentracion /% de mortalidad.

Concentracion (%) Mortalidad (%)
6,25 0,00
12,50 80,00
25,00 100,00
50,00 100,00
100,00 100,00

En este caso, como se puede apreciar se tiene un efluente extremadamente toxico, ya que 12,5 % del mismo ocasiona
una mortalidad del 80% en los organismos expuestos.

En este sentido, y a igua que en e gemplo 1 de este apartado, tedricamente se tiene que seleccionar para la prueba
definitiva a 6,25 % y 12,5 % como las concentraciones minima y maxima respectivamente (ya que la finalidad de la
prueba es obtener la CL s, la cua esta definida como la concentracidn en este caso de un efluente, que origina un efecto
letal en el 50% de los organismos expuestos) sin embargo, y para €l caso de este giemplo, si los organismos en la
concentracion al 6,25% presentan un movimiento similar a de los testigos, es adecuado considerar a éste como €l valor
minimo durante la prueba definitiva; en caso contrario dos concentraciones menores a ésta (tal vez 1,0 % y 0,5 %)
pueden ser utilizadas en la prueba definitiva.

Del mismo modo, se tiene que observar detenidamente a los organismos que quedan vivos en la concentracion al
12,5%, ya que s se encuentran muy afectados esto es, en € fondo y con movimientos apenas perceptibles, es adecuado
gue en la prueba definitiva se consideran concentraciones todavia menores a esta (por giemplo 5 %y 10 %).

Ejemplo 3:
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Suponer que a final de la prueba exploratoria no se observa mortalidad en ninguna de las concentraciones como se
muestra en la siguiente tabla:

TABLA 10.-Relacion hipotética de concentracion/ % de mortalidad.

Concentracion (%) Mortalidad (%)
6,25 0,00
12,50 0,00
25,00 0,00
50,00 0,00
100,00 0,00

En este giemplo, el efluente presenta un efecto agudo no detectado después de 24 h de exposicion de los organismos
de prueba.

En este caso, siempre y cuando el estado de |os organismos sea similar al del testigo, se debe extender la prueba a un
tiempo de 48 h.

En caso de que los organismos a pesar de no estar inmoviles, s presenten cierto grado de afectacion (el cual, para
facil identificacion debe ser comparado con los testigos) en cualquier concentracion, excepto en la muestra a 100 %,
debe observarse en cua de €ellas se evidencia la afectacion y a partir de ésa, considerar €l valor maximo que debe ser
preparado para la prueba definitiva.

NOTA 9.-Parala preparacién de las diferentes diluciones, se debe contar con medidas de seguridad para evitar entrar
en contacto directo con las muestras de aguas residuales. Se recomienda utilizar propipetas, guantes de |atex
desechables y cubrebocas.

13.3 ApéndiceC

Determinacion de la CLsy por € método de Probit - Ejemplo

Suponer que al finalizar una prueba de toxicidad, se obtienen los siguientes datos:
TABLA 11.-Resultados de toxicidad

% Concentracion en No. Organismos No. Organismos muertos % Mortalidad por
volumen expuestos por por concentracion concentracion
concentracion
100 30 24 80
50 30 18 60
25 30 12 40
12,5 30 6 20
6,25 30 3 10

NOTA 10.-En caso de que la muestra sea una sustancia toxica especifica (por gemplo, dicromato de potasio
K>Cr,0), en vez de anotar €l por ciento (%) de la concentracion en volumen del agua del efluente, se debe registrar
la concentracion de la sustanciaen mg/L o mL/L, en el caso de tdxicos solidos o liquidos respectivamente.

NOTA 11.-NUmero total de organismos por dilucién esigua a 30 (3 réplicas con 10 organismos en cada uno).
Realizando lospasas 1, 2 y 3 (ver Capitulo 11 inciso 11.2, 11.3, 11.4), se construye la siguiente tabla.
TABLA 12.-Datos de toxicidad para el Método Probit

Conc. Logio No.deOrg. (N) [ Mortaidad | % Mortalidad Probit empirico (EP) Probit
% Conc. (X) observada (r) P) calculado
(Y)
100 2,0 30 24 80 5,84 5,81
50 1,698 30 18 60 5,25 5,27
25 1,397 30 12 40 4,75 474
12,5 1,096 30 6 20 4,16 4,21
6,25 0,795 30 3 10 3,72 3,67
- Paso 4
Se construye la gréfica (ver figura 2)
- Paso 5

Se redliza € gjuste de la recta 'y se obtiene para €l gemplo, que. El Log de la CLs, es de 1,54, por medio del
siguiente procedimiento:
Clg = Antiloglo X (en Y = 5)
Simplificando:
Log Clgp = 1,54
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Por lo tanto:

CLso = Antilog 1,54

CLso = 34,67 %

El valor de 34,67 % representa la concentracion tedrica a la cual se detecta el 50% de mortalidad en los organismos
expuestos.

- Paso 6

Intervalo de incremento

5= 2707 _eaag
581- 3,67
- Paso 7

Determinacion del error patron.
Se construye la siguiente tabla con los datos sefidlados en e inciso 11.7.2.

TABLA 13.-Error patrén del Log CLsg

Logio No. Org. (N) Probit Calc. Fact. Pond. Producto (Nw) Producto Producto
Conc. (X) (CP) (w) (NwX) (NwX2)

2,0 30 5,81 0,0503 15,09 30,18 60,36
1,698 30 5,27 0,616 18,48 31,37 53,28
1,397 30 4,74 0,616 18,48 25,82 36,06
1,096 30 4,21 0,503 15,09 16,54 18,12
0,795 30 3,67 0,336 10,08 8,02 6,37

Sumatorias SUM (nw) SUM (NwX) SUM(NwX?2)
=772 =111,93 =174,20

El error patrén se determina por la siguiente formula:
1. SNw(m- z)?
SNw  SNw(SNwX?) - (SNwX)?

ESLog,,CL , = S*[( los

donde:
S = 05630
m = 1,769
Nw = 77,22
NwX = 111,93
NwX, = 174,20
_ Nwx _ 111,93 = 1450
Nw 77,22
Sustituyendo:

2

ESlog, CL, = 0317- 0~ )+ (. +22L769- 1,450)

77,22 77,22(174,20) - 15,528,32

7,857- 984 - 42
=0,3170[0,3170 + ]os
923,404
= 0,317 O [(0,021 459 8)] 0.5
=0,317 O (0,146 491 6) 0.s
=0,046 437 8
Para determinar el intervalo de confianza se sustituyen los valores correspondientes en la siguiente relacién:
IC ClLsgg = (CL50) (Eg Ogl()CLso) (loglo)
Sustituyendo:
IC CLso = (34,67%) (0,046 437 8) (2,302 5) = 3,707 0%
Por lo tanto la CL sy obtenida para el ggemplo, con € intervalo (95% de confiabilidad estadistica) correspondiente es:
Clsp =34,67 %+ 3,7070

]os

Las unidades de toxicidad son:
Sustituyendo: (ver Capitulo 11 inciso 11.9)
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UTa= iXlOO =288
34,67

Por lo tanto, en este g emplo se obtuvieron 2,88 unidades de toxicidad aguda.
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FIGURA 2.- Representacion gréfica del Método Probit
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APENDICE INFORMATIVO

Cabe mencionar que la presente norma ha sido complementada con normas de otros paises e investigacion realizada
anivel nacional.
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