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RESUMEN

Se desconoce el efecto del sulfato de bario en los ecosistemas acuaticos donde se realizan
actividades hidrocarburiferas y que vienen incrementandose a nivel nacional. Por tal motivo, se
evaluo el riesgo ecoldgico del sulfato de bario empleando la respuesta ecotoxicoldgica de doce
organismos no destinatarios a fin de conocer los posibles efectos que este compuesto pudiera
estar ocasionando a los organismos relacionados a los ecosistemas marinos y epicontinentales
donde se desarrollan actividades hidrocarburiferas. Las pruebas ecotoxicoldgicas incluyeron a
las microalgas Isochrysis sp., Chlorella sp., las plantas terrestres Medicago sativa y Zea mays,
los crustaceos Daphnia sp., Emerita analoga y Apohyale sp., al equinodermo Tetrapygus niger,
al insecto acuatico Chironomus calligraphus, y a los peces Odontesthes regia regia, Poecilia
reticulata y Paracheirodon innesi. Las mediciones de los pardmetros y protocolos para las
pruebas como la determinacion del riesgo ecoldgico siguieron las pautas y recomendaciones de
la USEPA vy otros autores. De los principales resultados ecotoxicol6gicos con sulfato de bario
y sus formas solubles, se obtuvo un efecto negativo del sulfato de bario sobre el crecimiento
celular de la microalga epicontinental Chlorella sp. (96 h), que registré una concentracién de
inhibicion media (Clso) de 0,1 g/L y una concentracion efectiva no observable (NOEC) de 0,02
g/L. Asi mismo, se obtuvo un efecto negativo del bario sobre el crecimiento foliar de la planta
terrestre monocotiledénea Z. mays (10 d) que registré una concentracion efectiva media (CEsp)
de 0,0011 g/L y una NOEC de 0,0002 g/L. Finalmente, se concluye que existe alto riesgo
ecolégico (RQ) del sulfato de bario (RQ = 1,224) y sus formas solubles (RQ = 37 500)

empleando la respuesta ecotoxicoldgica de doce organismos no destinatarios.

Palabras clave: Concentracion de inhibicion media, concentracion efectiva media,
concentracion efectiva no observable, pruebas ecotoxicoldgicas, riesgo ecoldgico, sulfato de

bario.



ABSTRACT

The effect of barium sulfate in aquatic ecosystems related to where hydrocarbon activities are
performed nationally is unknown. Therefore, the environmental risk of barium sulfate was
undertaken using the ecotoxicological response of twelve non-target organisms in order to know
the effects that this compound may be cause to organisms related to marine and continental
ecosystems where hydrocarbon activities are developed. Ecotoxicological tests included the
microalgae Isochrysis sp., and Chlorella sp., terrestrial plants Medicago sativa and Zea mays,
crustaceans Daphnia sp., Emerita analoga, and Apohyale sp., the echinoderm Tetrapygus niger,
the aquatic insect Chironomus calligraphus, and fishes Odontesthes regia regia, Poecilia
reticulata, and Paracheirodon innesi. Measurements of parameters and bioassays protocols as
the environmental risk assessment followed the USEPA guidelines and recommendations and
other authors. Mainly ecotoxicological results with barium sulfate and soluble forms, showed
a negative effect of barium sulfate on cell growth of epicontinental microalgae Chlorella sp.
(96 h), which recorded a mean inhibition concentration (ICso) of 0,1 g/L and an unobservable
effective concentration (NOEC) of 0,02 g/L. Likewise, a negative effect of barium on leaf
growth of monocot terrestrial plant Z. mays (10 d) which recorded a median effective
concentration (ECso) of 0,0011 g/L and NOEC of 0,0002 g/L. Finally, it concludes that there is
high environmental risk (RQ) of barium sulfate (RQ = 1,224) and soluble forms (RQ = 37 500)

using the ecotoxicological response of twelve non-target organisms.

Keywords: barium sulfate, environmental risk, ecotoxicological tests, mean inhibition

concentration, median effective concentration, no observable effective concentration.



l. INTRODUCCION

Frente al incremento de las actividades de hidrocarburos en el pais, se elabord un
Reglamento, Cronograma y Procedimiento de Aprobacion de los Estandares de Calidad
Ambiental (ECA) de agua (DS N° 002-2008-MINAM) y Limites de Méaximos Permisibles
(LMP) que incluia al elemento bario en sedimentos marinos y continentales (DS N° 033-
2007-PCM). Aunque se conocen los valores aceptables de este elemento en sus formas
solubles y volatiles, poco se ha investigado sobre los valores de sus formas insolubles y
sedimentables, especialmente del sulfato de bario, compuesto muy empleado en las
actividades de exploracion y explotacion petrolera en el Per, asi como su efecto toxico en

los organismos que habitan principalmente los ecosistemas acuaticos.

La amenaza principal que trasciende del empleo del sulfato de bario a pesar de su aparente
dificil biodisponibilidad como sustancia toxica para el hombre y para la mayoria de
organismos, radica en que este compuesto debido a su densidad tiende a acumularse en los
fondos ocedanicos o suelos continentales, donde se realiza la extraccion de petroleo. Motivo
por el cual, el elemento bario disociado, podria ser incorporado progresivamente en la dieta
de los organismos, principalmente bentdnicos, que habitan estos ecosistemas acuaticos. Se
desconocen la disponibilidad y los efectos que pudieran estar causando el dinamismo de este

elemento en distintas comunidades en sus distintos niveles troficos.

Actualmente, se vienen empleando en casi todo el mundo, ensayos ecotoxicoldgicos como
sistemas efectivos de alerta ambiental que orientan a la toma de decisiones nacionales en la
proteccion de sus recursos naturales en busca del desarrollo sostenible de los paises. El
fundamento de estos ensayos ecotoxicoldgicos es la determinacidn de valores limites de las
sustancias toxicas en el ambiente, empleando a los sistemas biolégicos como sensores

ambientales.



Son numerosos los compuestos quimicos que entran al ambiente como resultado de diversas
actividades antrdpicas y pueden ocasionar impactos adversos para la salud humana y del
entorno. Dada la abundancia de estos compuestos, y la enorme cantidad de sus efectos
adversos potenciales, para los investigadores y para los gobiernos es necesario contar con
una sistematica, con bases cientificas, que permitan evaluar cuantitativamente y
cualitativamente los riesgos inherentes a dichos contaminantes, asi como jerarquizar los

peligros potenciales (Albert 1997).

El objetivo de esta investigacion fue determinar el riesgo ecologico del sulfato de bario,

empleando la respuesta ecotoxicoldgica de doce organismos no destinatarios.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS GENERALES DE LOS HIDROCARBUROS

Los hidrocarburos, petroleo y gas natural, tienen una importancia muy grande para el
funcionamiento de la economia mundial, ya que suministran aproximadamente el 65 % de
la energia que requiere el total de actividades industriales, el transporte, el comercio, el

entretenimiento y el hogar (Antezana 2008).

El Peru tiene aproximadamente 70 millones de hectareas repartidas en 16 cuencas
sedimentarias con potencial hidrocarburifero. Los estudios efectuados han identificado gran
potencial hidrocarburifero en zonas como la cuenca del Titicaca y en el Zdécalo Continental,

ademas de la cuenca de Talara y la Amazonia (SNMPE 2014).

De acuerdo con lo sefialado en el Marco Macroeconomico Multianual (MMM) 2015 - 2017
elaborado por el Ministerio de Economia y Finanzas (MEF) (aprobado el 27 de agosto de
2014 por el Consejo de Ministros), el Sector Mineria e Hidrocarburos, creceria un 8,1 %.

La Agencia Internacional de Energia (AIE) elevo su prevision de la demanda de crudo
mundial en 1,6 millones de barriles de petréleo por dia (bpd) en el 2015, un aumento de 260
000 bpd (barriles por dia) respecto a la prevision de setiembre de 2015, debido al sélido
crecimiento econdmico y a que los consumidores respondieron a los bajos precios. Se trata
del mayor crecimiento de la demanda en 5 afios y representa un alza significativa del
consumo respecto al aumento de apenas 0,7 millones de bpd en el 2014. La AIE agreg6 que
la fortaleza macroecondmica apoyard un crecimiento de la demanda por encima del
promedio de 1,4 millones de bpd en 2016, por encima del alza de 410 000 bpd entregado en

su estimacion anterior.



En la Figura 1 se muestran los lotes contratados para operaciones petroleras en el pais
(MINEM 2016). Asi mismo, Finer (2008) y Finer y Orta-Martinez (2010) muestran en su

estudio las actividades de exploracion y explotacion de gas y petréleo en la Amazonia

Peruana pueden alcanzar los 132 pozos de perforacion.
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Figura 1: Lotes contratados para operaciones petroleras en el Pera.
FUENTE: MINEM (2016)

Las principales fuentes de contaminacién del aire, el agua y el suelo en la produccién de

petréleo y gas natural son:

los vertidos de petréleo

las emanaciones de gas en tierra o en el mar,

acido sulfhidrico presente en el petréleo,

emanaciones de gas a la atmosfera,

productos quimicos peligrosos presentes en el lodo de perforacion que contaminan
el agua o la tierra (sulfato de bario),

productos de la combustion de los incendios de pozos de petroleo. (Kraus 1998)



El lodo de perforacién es un liquido compuesto de agua o petroleo y arcilla con aditivos
quimicos (por ejemplo, formaldehido, cal, hidrécido de sodio, sulfato de bario). A menudo
se afiade soda caustica para controlar el pH (acidez) del lodo de perforacion y neutralizar
aditivos del lodo y liquidos de terminacion potencialmente peligrosos. El lodo de perforacion
se inyecta en el pozo bajo presion desde el tanque de mezcla en la plataforma de perforacion,
por el interior de la tuberia de perforacion hasta la barrena (Kraus 1998).

Este lodo de perforacion es un liquido con propiedades reoldgicas controladas que se hace
circular hacia la parte inferior de la sarta de perforacion, a través de una broca y hacia la
parte superior del anulo de la tuberia/agujero hacia la superficie (Figura 2). La funcion
principal del lodo de perforacion es llevar los cortes de perforacion hacia la superficie; sin
embargo, también sirve para otras funciones. El fluido para producir lodo de perforacion
puede ser agua dulce, agua salada o petroleo. Se afiaden quimicos al fluido basandose en
caracteristicas medidas para mantener las propiedades deseadas de acuerdo con lo definido
en el programa de lodos. Las sustancias quimicas mas comunes son el sulfato de bario,
bentonita, soda caustica, cloruro de sodio, cloruro de potasio, asi como polimeros organicos
(DGAA 1997).

Después, el lodo asciende por entre la superficie exterior de la tuberia de perforacion y las
paredes del agujero y vuelve a la superficie, donde se filtra y recicla. El lodo de perforacién
se utiliza para refrigerar y lubricar la barrena, lubricar la tuberia y expulsar del agujero de
perforacion los fragmentos de roca triturados. El lodo de perforacion se utiliza también para
controlar el flujo que sale del pozo, al revestir las paredes del agujero y oponer resistencia a
la presién del gas, petr6leo o agua que encuentre la barrena. Se pueden inyectar chorros de
lodo a presion en el fondo del agujero para facilitar la perforacion. (Kraus 1998)

Las actividades de la industria hidrocarburifera impactan no sélo sobre los ecosistemas
naturales, sino también afectan a las comunidades humanas situadas en zonas de extraccion
0 de potencial explotacion. La mayoria de zonas con riesgo por contaminacion
hidrocarburifera estdn ubicadas en la Amazonia, que ya se encuentra lotizada para
actividades de exploracién, perforacién y explotacion del recurso - petrolero. Muchas de
estas zonas se encuentran cercanas a las principales ciudades, pueblos y comunidades

nativas, y circundando areas naturales de proteccion, donde se hace necesario que las
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normativas con un buen soporte técnico cientifico puedan armonizar las distintas actividades
antropogeénicas con las funciones ecologicas propias de dichos ecosistemas. Asi por ejemplo,
Martinez et al. (2007) mencionan que en el Peru existen comunidades nativas al noreste
amazonico como la Achuar que conviven de manera negativa con las actividades de

extraccion petrolera desde 1970.

Figura 2: Detalle de sistema béasico de brocas y empleo de lodos de perforacion.
FUENTE: DGAA (1997).

2.2. BARIO

El elemento quimico bario ocupa el decimoctavo lugar en abundancia en la corteza terrestre,
en donde se encuentra en un 0,04 %. Este es un metal plateado-blancuzco que puede ser
encontrado en el medioambiente, donde existe de forma natural. Aparece combinado con
otros elementos quimicos, como el azufre, carbon u oxigeno. Debido a su uso extensivo en
las industrias, éste ha sido liberado al ambiente en grandes cantidades (Emsley 2001, Wright
2003, Greenwood y Earnshaw 1997). Holmes (1981) reporta que es un elemento que permite

detectar un aporte antropogénico.

El bario disuelto en el agua se combina rapidamente con los iones sulfato o carbonato, que
ocurren naturalmente en el agua, y se transforman luego a formas que duran mucho tiempo
en el ambiente y que se encuentran con mayor frecuencia en los analisis del agua natural
(ATSDR 2016).



La ingestion de una cantidad muy alta de estos compuestos de bario solubles en agua o en el
contenido estomacal produce alteraciones del ritmo cardiaco o paralisis. Algunas personas
que no recibieron tratamiento médico enseguida despues de ingerir cantidades altas de este
elemento, fallecieron. Algunas personas que ingieren cantidades mas bajas durante un
periodo breve pueden sufrir vomitos, calambres estomacales, diarrea, dificultad para
respirar, alteraciones de la presion sanguinea, adormecimiento de la cara y debilidad
muscular (ATSDR 2016).

En la normativa nacional actual (DS N°002-2008-MINAM) sobre los Estandares Nacionales
de Calidad Ambiental para Agua, en la Categoria 1, Aguas superficiales destinadas a la
produccidn de agua potable; Subcategoria Al, sobre Aguas que pueden ser potabilizadas con
desinfeccion; Subcategoria A2, Aguas que pueden ser potabilizadas con tratamiento
convencional; Subcategoria B1, Aguas destinadas para la recreacion de contacto primario;
Categoria 4, Conservacion del ambiente acuético, en lagunas y lagos, y en rios de la costa y
sierra, se toman en consideracion niveles maximos de bario disuelto en medios acuaticos de
hasta 0,7 mg/L. Mientras que, en la Categoria 1, Aguas superficiales destinadas a la
produccion de agua potable; Subcategoria A3, Aguas que pueden ser potabilizadas con
tratamiento avanzado; Categoria 4, Conservacion del ambiente acuético, en rios de la selva
y en estuarios de los ecosistemas marino costeros consideran niveles maximos de bario

disuelto en medios acuaticos de hasta 1 mg/L.

En los Estandares de Calidad Ambiental para Suelo (DS N°002-2013-MINAM), se

considera valores de entre 500 a 2 000 mg/kg de bario total por materia seca de suelo.

Asi mismo, la Guia para la Evaluacion de Impactos en la Calidad de las Aguas Superficiales
por Actividades Minero Metalurgicas, elaborada por el Ministerio de Energia y Minas en el
2007 sefala, en base a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2004), no sobrepasar el
valor de 0,7 mg/L de bario en los efluentes provenientes de dichas actividades. Asi mismo,
el CCME (Consejo Canadiense de Ministros del Ambiente, de sus siglas en inglés) (2007)
recomienda no sobrepasar el valor de 1 mg/L de bario en sus actividades minero

metaldrgicas.



Las concentraciones de bario en agua dulceacuicola esta en el rango de 7 a 15 mg/L, mientras
que en agua de mar, en valores cercanos a 6 mg/L, segin Schroeder (1972). Sin embargo, el
promedio de bario puede variar en agua de mar, por ejemplo en Norteamérica llegan a
valores entre 43 a 57 mg/L (Durum 1960, Kopp 1969, Kopp y Kroner 1970, Schroeder 1970,
Bradford 1971). Bernat et al. (1972) encontr6 rangos de concentracion de bario entre 5,2 y

25,2 mg/L en el Océano Pacifico.

El flujo de bario soluble en el Océano Pacifico varia aproximadamente a razon de 0,4 a 0,5
Hg/cm?/afio, mientras que en rios se ha calculado una razén de 0,6 pg/cm?/afio (Dehairs et al
1980). Ademas, existe una correlacion positiva respecto a dicho flujo y la composicién de
carbdn organico que indican procesos naturales de paleoproductividad a nivel de los fondos
marinos (Dymond et al 1992, Gonneea y Paytan 2006, Sun et al 2013).

Mientras que los valores de bario en sedimentos en el estado norteamericano de lowa
registraron rangos entre 450 y 3 000 mg/kg, segun estudios realizados por Tsai et al (1978).
El Departamento de Calidad Ambiental del Estado de Oregon de los Estados Unidos (1998),
en su Guia para la Evaluacion de Riesgo Ecoldgico, muestra valores referenciales de los
niveles de bario y sus compuestos expuestos en suelo y agua superficial en receptores
terrestres como plantas (500 mg/kg), invertebrados (3 000 mg/kg), aves (85 mg/kg),
mamiferos (638 mg/kg), organismos acuaticos (0,004 mg/kg), aves acuaticas (150 mg/kg) y

mamiferos acuaticos (39 mg/kg).

Como resultado de las operaciones de produccion de petréleo desde el afio 1971 a abril de
2009, el vertimiento diario de grandes volimenes de agua de formacion sin tratamiento
adecuado y directamente al medio natural (quebradas) ha producido cambios drasticos en el
medio paisajista principalmente y considerando los resultados obtenidos de manera similar
con respecto a valores mayores a los LMP con los realizados por el OSINERG en julio 2003,
se concluyd que de los campos petroleros en 34 existian contaminantes suficientes en
cantidades mayores a los LMP para poner en riesgo la existencia de la flora y fauna en el
Lote 1-AB vy afectar las fuentes hidricas y por lo tanto, a las comunidades nativas asentadas
en los rios cercanos a las instalaciones del Lote 1-AB. Asi mismo, en el mes de noviembre
del afio 2003, OSINERG realiz6 otra visita especial al Lote 8 y pudo verificar la afectacion
de una extensién aproximada de 100 hectareas de suelos de bosques humedales debido, a las

altas concentraciones de bario en las aguas de produccion, asi como a las altas temperaturas
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(muchas veces mas de 80°C) con que se vertian aproximadamente 77 000 barriles al dia en
Pavayacu. (OSINERGMIN 2009).

Por otro lado, se conoce que el bario es un cation soluble y fuertemente hidratante, basta que
se libere su forma soluble de un sedimento para que se movilice en alguna matriz acuosa y

pueda generar efectos nocivos (McBride 1994).

Menzie et al. (2008) confirman la importancia de diferenciar los distintos compuestos de
bario, ya que la solubilidad marcaria una diferencia en la bioacumulacion y riesgo a distintos
organismos de los ecosistemas. Refiere, ademas, la toxicidad de su forma de sulfato hacia

invertebrados, plantas y toda vida silvestre.

2.3. SULFATO DE BARIO

El sulfato de bario es un mineral relativamente comun, de bajo precio y producido en mas
de 40 paises. China ha emergido como el principal exportador de sulfato de bario en el
mundo (2 a 3 millones de toneladas), le sigue Marruecos (300 mil toneladas), y Turquia (120
mil toneladas). Estados Unidos es el principal importador (1 a 2 millones de toneladas de
sulfato de bario) principalmente de China (89%), India (8%) y otros (3%). Otros
importadores son Alemania (250 mil toneladas), Reino Unido (100 mil toneladas),
Venezuela (150 mil toneladas) y Japon (100 mil toneladas) (Instituto Geoldgico y Minero
de Espafia 2005). El Per( produce entre 76 y 75 mil toneladas de sulfato de bario, segun
reportes del 2012 y 2013 del United States Geological Survey, Mineral Commodity
Summaries (2015).

Se desconoce la cantidad de sulfato de bario empleada a nivel nacional, pero puede
reconocerse que el incremento de produccion hidrocarburifera a nivel nacional podria
incrementar su empleo tanto de la produccion nacional o de la importada que
indudablemente son de uso necesario para la extraccion del recurso petrolifero y que estarian
siendo vertidos en muchas de las zonas concesionadas para esta actividad por las autoridades

del sector.



Segun la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades de los Estados
Unidos (ATSDR, por sus siglas en inglés), el sulfato de bario, es empleado por la industria

petrolera e industrias de gas para fabricar lodos de perforacion (ATSDR 2016).

Ademas, Kemmer y McCallion (1997) mencionan gue es un componente terciario presente
en aguas naturales que contienen bicarbonato y sulfato, y su solubilidad est& por debajo de

0,1 mg/L y rara vez en concentraciones mayores a 0,05 mg/L.

Las propiedades fisicas y quimicas de sulfato de bario segin la ATSDR (2016) se resumen

en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Resumen de propiedades fisicas y quimicas del sulfato de bario.

N° Registro CAS 7727 -43 -7
Peso molecular (g/mol) 233,4
Punto de fusion (°C) 1580
Punto de ebullicién (°C) 1149
0,00222 a 0°C
Solubilidad en agua (g/L) | 0,002448 a 20°C
0,00413 a 100°C
Gravedad especifica 45a15°C

FUENTE: ATSDR (2016)

El limite propuesto por la OSHA (2015) para polvos de sulfato de bario en el aire del trabajo
es de 1,5 mg/m3 y 5 mg/m3 para la fraccion respirable. NIOSH (2015) también recomienda

limites de 10 mg/m3 para polvos de sulfato de bario y 5 mg/m3 para la fraccion respirable.

Por otro lado, la Resolucion Directoral N° 0127-97/DCG, establece el significado de los
contaminantes del mar y los criterios para su identificacion. En esta se define a los lodos o

fangos con el término “hidrocarburos”. Asi mismo, se exponen los niveles de efectos

10



adversos o toxicidad en los recursos vivos del medio marino mediante un indice referenciado
segun la concentracion letal media (CLso) determinado con los organismos prueba expuestos
por 96 horas. Para CLso superiores a 1 000 mg/L, se le considera “No peligrosa”; entre 100
y 1 000 mg/L, “Practicamente atoxica”; entre 10 y 100 mg/L, “Ligeramente toxica”; entre 1

y 10 mg/L, “Moderadamente toxica”; y menores de 1 mg/L, “Sumamente toxica”.

El proceso quimico de liberacion o proceso de disociacion de bario a partir de sulfato de

bario, se muestra a continuacion:

BaSOs4 — Ba %" + SO~

Dehairs et al (1980) muestran, a partir de varias observaciones, que son los procesos
bioquimicos y no puramente quimicos, los que estan involucrados en la formacion de sulfato
de bario en la columna de agua de mar. Estos procesos pueden darse en columnas de
sedimentos, dentro de microorganismos Yy bajo efectos de zonas hidrotermales (Torres et al.
1996, Dymond et al. 1992, 1996). Asi mismo, ellos demostraron que la tasa de carbono
organico y bario dependen fuertemente de la profundidad. Menores flujos de carbono
organico, otorgan mayores flujos de este elemento, y que éste decrece con la profundidad.
Recomiendan el empleo de la relacion bario: sulfato de bario como indicador de

productividad bioldgica en el mar.

Gonzéalez-Mufioz et al. (2012) mostraron la posible formacion de sulfato de bario por
bacterias marinas de los géneros Idiomarina y Marinobacter. Dehairs et al. (1980) y Bishop
(1988) mencionan que los cristales de sulfato de bario son mas abundantes especialmente a
profundidades entre los 500 y 1 500 m, donde la mayoria de materia organica es regenerada.
Bolze et al. (1974) explican la movilizacion del bario contenido en sulfato de bario por
procesos de sulfato reduccion de bacterias anaerobias. Gonzalez-Mufidz et al. (2012)
explican la formacién natural de sulfato de bario a partir de bario disuelto por algunas

bacterias marinas.

A pesar de que el sulfato de bario bajo condiciones aerobicas tiende facilmente a formar

sales relativamente estables, por lo que no suele ser considerado una sustancia téxica
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(Brumsack y Gieskes 1983), puede estar accesible a organismos benténicos que pueden
verse afectados y a su vez acarrear su biodisponibilidad en niveles troficos superiores. Por
otro lado, bajo condiciones anaerobicas permiten la solubilizacion del sulfato de bario en
bario soluble a raiz de la participacion bacteriana, por lo que se hace reducir los riesgos de
toxicidad en zonas donde persisten fangos, en especial en zonas de explotacion petrolera en
el continente, sin desmerecer las posibilidades de interaccion bacteriana en zonas marinas
donde existe el riesgo de sedimentacion y acumulacion de materia organica, proporcionando
en ambos casos las condiciones optimas para la proliferacion de comunidades bacterianas
del tipo sulfato reductoras (Bolze et al 1974, Senko et al 2004, Gonzalez-Muféz et al 2012).
Miller et al. (1977) mencionan que la asociacion de formaciones sedimentarias de sulfato de
bario puede concentrar zonas de biogénesis por la presencia de acidos grasos asociados a

estos sustratos.

La Ley N° 26221, autoriza el empleo del sulfato de bario en las actividades hidrocarburiferas
en el pais. De acuerdo a la Resolucion Directoral N° 030-96-EM/DGAA, los LMP de bario
en efluentes liquidos de las actividades de hidrocarburos, tomados en cualquier momento, es
de 5,0 mg/L, mientras que el promedio anual no debe exceder los 3,0 mg/L. Mientras que el
Decreto Supremo 032-2004-EM, permite el empleo del sulfato de bario en la exploracién y
explotacion del recurso hidrocarburifero como aditivo en los lodos de perforacion.

Segun Daugherty (1951), niveles de 7 500 mg/L de sulfato de bario no han generado muertes
en distintos organismos que incluyen peces marinos, crustaceos y moluscos, asociados a las

operaciones con lodos de perforacion.

El Reglamento para la Proteccion Ambiental en las Actividades de Hidrocarburos (DS. 015-
2006-EM) en su articulo 73, menciona que los lodos con base acuosa y las particulas
contenidas en ellos, pueden ser descargados sin tratamiento por debajo de los 10 m de la

superficie del mar o lago.

La fuente principal de sélidos en el fluido de perforacion es el sulfato de bario, seguido por
las arcillas que adicionan modificaciones en la viscosidad. Una descarga de sulfato de bario
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puede afectar potencialmente a las poblaciones de invertebrados y a la estructura de la
comunidad bentonica. Este sulfato de bario generalmente posee varios contaminantes traza
asociados como mercurio, cadmio, arsenico, cromo, cobre, plomo, niquel y zinc. (USEPA
1999)

Tagatz et al. (1978) y Cantelmo et al. (1979) mencionan que el sulfato de bario puede afectar
negativamente la colonizacion de organismos bentonicos. Lepland et al. (2008) detectan
acumulaciones sedimentarias de sulfato de bario y niveles de bario en arrecifes coralinos

cercanos a actividad hidrocarburifera.

El origen de la contaminacion por sulfato de bario no sélo se realiza por actividades
hidrocarburiferas. Los desechos hospitalarios también incluyen aquellos desechos liquidos
que son vertidos en la gran mayoria de los casos a la red cloacal sin tratamiento previo. El
sulfato de bario es empleado como contrastante durante la radiacion X a nivel estomacal.
Igualmente, ocurre con los derivados de sulfato de bario empleados en la industria de la
pintura, soldaduras, entre otras aplicaciones, los cuales de alguna manera llegan a los
alcantarillados sin ningun tratamiento y son vertidos en rios que terminan en las costas de
las ciudades acumulandose progresivamente (Tirado 2003). Se denomina baritosis a los
cuadros clinicos resultado de la exposicion de formas insolubles de bario. Seaton et al.
(1986), Doig (1976), Pendergrass y Greening (1953) también reportan varios casos

reportados de baritosis en trabajadores expuestos a sulfato de bario.

Lepland et al. (2008) reportaron la acumulacion de hasta 2 cm de altura de sulfato de bario
y procesos de dispersion de restos de hidrocarburos hasta de 4 km a la redonda, en zonas de
coral préximas a zonas de exploracion con perforacion petrolera con un afio de ejecucion de
actividad. Igualmente, Jesus-Navarrete (1993) mostro en un estudio la colecta de sedimentos
de dos afos de antigliedad en zonas adyacentes a la explotacién de hidrocarburos que fueron

consideradas como elevadas y asociadas directamente a dichas actividades.

Menzie et al. (2008) mencionan la importancia de conocer las especies quimicas del sulfato
de bario en su dinamica ambiental, antes que analizar el riesgo de la presencia de bario en el

mismo. Corroboran la importancia del factor solubilidad del elemento para ser considerado
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toxico pero no reducen las posibilidades de que bajo ciertas condiciones puede liberarse del
sulfato de bario, incluso determinan que no existe una correlacion en su toxicidad respecto

a su concentracion en el suelo.

Por otro lado, no s6lo la disponibilidad de bario a partir de sulfato de bario puede ocasionar
dafios directos, sino también el efecto fisico que ocasiona sobre la granulometria y el grado
de percolacion de oxigeno en el agua de poro, y éstas podrian estar afectando potencialmente

las comunidades meiobentonicas como lo presentan Cantelmo et al (1979).

La USEPA (1997) elimind al sulfato de bario de la categoria de los compuestos toxicos de
bario. Ellos concluyeron que el sulfato de bario no generaba un efecto toxico como se
muestra en las secciones EPCRA 313(d)(2)(A), (B) o (C) del documento 62 FR 366 1997.
Sin embargo, afirman que solamente se halla bajo forma sedimentable en condiciones
anaerdbicas de cuerpos de agua estancada alejadas de la superficie y en aguas interiores
(condiciones que no pueden causar toxicidad o permitir una exposicién humana del ion). La
USEPA atribuye la baja toxicidad del sulfato de bario, a su baja solubilidad (2,4 mg/L a 25

°C), de su fuerte afinidad del ion al sulfato, y de su baja disponibilidad de este ion.

La guia ambiental del MEM menciona que la inhibicion de su forma en sulfato incrementa

a medida que la temperatura disminuye, especialmente a los 5 °C (MEM 2007).

En los Estados Unidos se adopta como norma el “Clean Water Act”, la cual regula las
descargas de materiales en los cursos de agua y mares territoriales de los EEUU. Entre los
lineamientos que controlan la disposicion de los recortes o fluidos de perforacion esta la
prohibicion de descargar aceite libre (detectado mediante prueba de espesor de pelicula),
limites en el contenido de cadmio y mercurio en el sulfato de bario de los lodos, prohibicion
de descarga de lodos/recortes que contengan diesel y prohibicion de descarga directa de todo

lodo/recorte en las primeras 3 millas de costa (Silva 1999).

Otros autores, consideran que existe riesgo considerable cuando los componentes comunes
de los lodos de perforacion pueden solubilizar el bario, generando descargas peligrosas
(Doyle 1994).
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2.4. DATOS DE TOXICIDAD

Se muestra a continuacidon una recopilacion de evidencias sobre dafios y enfermedades
ocasionadas por el sulfato de bario y sus formas solubles, tanto en poblaciones humanas
como los efectos en otras poblaciones de organismos mediante diversas pruebas de

toxicidad.

Dallas y Williams (2001) mencionan que las dosis de bario en la ingesta humana han
incrementado en casi una unidad logaritmica de 0,07 mg/kg/d a 0,6 mg/kg/d. Sin embargo,
mencionan el amplio rango de efectividad de absorcion del bario en distintos tejidos de
animales en prueba. Se desconoce el uso como contraste para radiodiagnéstico del sulfato
de bario, sin embargo, la capacidad de absorcion de bario a partir de los alimentos naturales
es de hastaun 91 % y de 9 + 6 % de absorcion de medicamentos conteniendo bario (Lisk et
al. 1988).

Bligh (1960), Claval et al. (1987) y Mauras et al. (1983) demostraron incrementos
estadisticamente significativos en la absorcion de bario en sangre y orina a partir de dosis de
sulfato de bario de contraste digestivos para radiodiagnésticos. Por otro lado, la necrosis
aguda tubular es aparentemente causada por la precipitacion de sulfato de bario,
obstruyéndose los tubulos renales (USEPA 2005).

En estudios toxicoldgicos, McCauley y Washington (1983) y Stoewsand et al. (1988)
mencionan que en un estudio con ratas absorbieron bario en sangre y otros tejidos a partir
de sulfato de bario. Los niveles de acidez alcanzados en el estbmago proporcionaron el pH
adecuado para permitir la solubilidad del sulfato de bario y poner a disposicion el bario

dentro del organismo.

Uchiyama et al. (1995) obtuvieron diagndsticos confirmados de bronconeumonia y
bronquitis en mas del 50 % de conejos sometidos a sulfato de bario del 85 % de pureza a

partir de simples dosis intertraqueales.
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Lee et al. (1999) muestran en un estudio el efecto negativo del sulfato de bario en asociacion
con otros componentes del fluido de perforacion sobre la tasa de crecimiento y supervivencia
de las vieiras Placopecten magellanicus. También, Barlow et al. (2001) muestran el efecto
adverso del sulfato de bario en las ctenidias de las especies de bivalvos Cerastoderma edule

y Macoma balthica.

Brannon et al. (1979) muestran los efectos a nivel del exoesqueleto, hepatopéancreas y
musculo abdominal en el camarén Palaemonetes pugio expuestos a sulfato de bario.
También, Strachan et al. (2012) muestran los efectos letales del sulfato de bario en cuatro
especies de bivalvos: Modiolus modiolus, Venerupis senegalensis, Dosinia exoleta y
Chlamys varia, donde también, demostraron efectos letales en un 100 % en un ensayo con
bivalvos expuestos a sulfato de bario, causando efectos en las superficies de sus branquias

por dafio fisico directo.

Woyttenbach et al. (1991) mostraron como algunas plantas podian incorporar bario en su
organismo a partir de suelos con sulfato de bario, aunque aun no esta bien establecido como
es que pueden lograr su absorcién y translocacion del bario absorbido desde las raices a los

demas 6rganos de la planta.

Lamb et al. (2013) manifiestan mediante un estudio en la lombriz Eisenia foetida y la lechuga
Lactuca sativa los efectos negativos de suelos contaminados con sulfato de bario.

Lira et al. (2011) muestran también efectos negativos en un nematodo marino a
concentraciones de cercanos a 3 mg/L de bario en experimentos realizados en microcosmos.
Asi mismo, existen reportes de asociacion del elemento radio durante la liberacion de bario
soluble a partir de sulfato de bario en el empleo de lodos de perforacion asociados a la
actividad hidrocarburifera (Phillips et al 2010, Vegueria et al 2002).

2.5. PRUEBAS ECOTOXICOLOGICAS

ElI PNUMA (Programa de las Naciones Unidas para el Ambiente) considera como criterio

para la evaluacion de las sustancias, no solo la exposicién humana o los efectos indeseables
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de las sustancias sobre la salud, sino también toman en cuenta el potencial de las sustancias
para causar dafo a largo plazo en los organismos vivos en general, en los ecosistemas y en

los &mbitos regional y global (Albert 1997).

Existen diversos organismos de proteccion ambiental como la Environment Canada,
USEPA, y de estandarizacion, como la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales
(ASTM, por sus siglas en inglés), OECD, Asociacion de Comunidades de Analistas de los
Estado Unidos (AOAC, por sus siglas en inglés), Organizacion Internacional de
Normalizacion (ISO, por sus siglas en inglés) que han concretado la elaboracién e
implementacién de sistemas de diagnostico, base para la generacion de estrategias
ecosistémicas de proteccion ambiental (Albert 1997).

La determinacion instrumental quimica de elementos y compuestos toXicos propuesta por
diversos organismos de proteccion ambiental internacional suele ser muy costosa; ademas
no da mas que una referencia de medicion puntual. Por tal motivo, muchas instituciones en
todo el mundo, como la USEPA de los Estados Unidos vienen desarrollando hace muchos
afios nuevas estrategias de monitoreo ambiental para determinar el grado de contaminacion
en el medio ambiente empleando organismos bioldgicos (Biesinger et al. 1987, Horning y
Weber 1985). Asi mismo, se han establecido centros de investigacion en otras partes del
mundo como Canada, China, India, Japon y distintos paises en Europa (Alemania, Irlanda,
Reino Unido, Francia, Italia, Espafia, Inglaterra), pero también se han desarrollado
iniciativas en paises latinoamericanos como en Brasil, Argentina, Chile y Venezuela,
quienes cuentan con laboratorios especializados en lineas de ecotoxicologia referenciales en

anfibios, claddceros, bivalvos, entre otros (RACUA 2012).

Los ensayos bioldgicos son herramientas de diagnéstico adecuadas para determinar el efecto
de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales
especificas y controladas (Castillo 2004).

De manera general, estos bioensayos, también llamados pruebas de toxicidad, pueden ser
definidos de acuerdo a su duracién: corto, mediano o largo plazo; el método utilizado para
incorporar la muestra al sistema de bioensayo: estatico, con renovacién (completa o parcial),

de flujo continuo; el propdsito para el cual son utilizados: control de calidad de vertidos,
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evaluacion de compuestos especificos, toxicidad relativa, sensibilidad relativa, entre otros
(Castillo 2004).

La ecotoxicologia es la rama de la ciencia definida por Butler en 1978, que estudia y analiza
los efectos de agentes fisicos y quimicos sobre organismos vivos, con particular atencién a
poblaciones y comunidades de ecosistemas definidos. Su rama aplicada tiene como objetivo
el desarrollo de protocolos de ensayo para ser utilizados como herramientas de prediccion
tempranas que permitan definir umbrales permisibles, con niveles de incertidumbre
aceptables, y que sirvan de guia a las entidades reguladores para la toma de decisiones (Day
et al. 1988).

La ecotoxicologia busca estimar las concentraciones y/o dosis en las que un agente fisico o
quimico logra producir efectos adversos en los organismos vivos. A pesar de que pareciera
simple determinar la concentracién, por ejemplo, a la que muere el 50 % de una poblacion
muestral; son muchas las variables que deben ser evaluadas y controladas, para determinar
el riesgo de una sustancia en el ambiente y finalmente en el hombre. Por mencionar algunos
criterios, las distintas vias en que puede interactuar un agente téxico, su accion en los
organismos y la defensa del mismo organismo a la noxa, para entender lo complejo que

puede resultar comprender el efecto de un tdxico en los seres vivos. (Herkovits 2001)

Muchos métodos estan disponibles para evaluar los efectos de toxicos en una amplia
variedad de organismos acuaticos. Por ejemplo, las pruebas con microalgas son ampliamente
usadas en estudios de impacto ambiental. Su taxonomia es muy bien conocida, a pesar que
su identificacién requiere considerable entrenamiento. Las pruebas con microalgas son
simples, rdpidas y baratas como lo son las pruebas con peces e invertebrados. Los
invertebrados estan presentes en la mayoria de ambientes acuaticos, son relativamente
faciles de colectar, su taxonomia esta bien establecida, son rapidamente adaptables a las
condiciones de laboratorio y son altamente sensibles a quimicos. Asi mismo, por muchos
afios los peces fueron los candidatos usados en pruebas de toxicidad de ambientes acuaticos.
Finalmente, varios procedimientos han sido propuestos para estandarizar estas técnicas para
la determinacion de la ecotoxicidad por la USEPA, Asociacién Americana de Salud Pablica
(APHA, por sus siglas en inglés), OECD e ISO (Wong et al. 1995).
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En Latinoamérica existen algunas experiencias de ejercicios de intracalibracion e
intercalibracién empleando baterias de bioensayos, que incluyen artrépodos, para la
evaluacion de toxicos de referencia con el fin de determinar el grado de repetibilidad,

precision o variabilidad de estas pruebas ecotoxicoldgicas (Forget et al. 2000)

French-McCay (2004) por ejemplo desarroll6 y validd un modelo de efectos bioldgicos

letales y subletales para estimar el impacto de derrame de petroleo en agua y sedimentos.

Sanchez (2002) incorpora el empleo de bioensayos ecotoxicologicos en una evaluacion de
riesgo ecoldgico por contaminacion agraria, empleando como modelo, microalgas, dafnias

y quironémidos.

Los bioensayos marinos son necesarios para evaluar la calidad de muestras de agua y
sedimento marino, con el fin de determinar su toxicidad potencial (Hill et al. 1993). Asi
mismo, DelValls et al. (1998, 2000) recomendaron el empleo de bioensayos con anfipodos
y larvas de peces para bioensayos con sedimentos. En ambientes estuarinos, se ha
demostrado el alto potencial de los anfipodos y los erizos para pruebas de rutina de toxicidad

aguda en evaluaciones ambientales.

Los sedimentos constituyen auténticos archivos histéricos que dan origen y transporte de
contaminantes a las cuencas hidrograficas. (Yamada et al. 2011) La mayoria de
contaminantes hidrofobicos se acumulan en sedimentos y en la biota (Miglioranza et. al.
2003). En el Perd, como en muchos otros paises latinoamericanos, no existen monitoreos
sobre la calidad de los sedimentos que permitan evaluar el impacto ambiental de diferentes
actividades antropicas (Rendina 2002). Los bioensayos del agua y sedimentos marinos son

indispensables para determinar la toxicidad potencial de los mismos (Hill et al. 1993)

El Departamento de Ecologia de la Universidad del Estado de Washington (2003) establecid
ciertos criterios de toxicidad en sedimentos marinos, donde por ejemplo, se establece como
estandar de calidad de sedimentos aceptable, si no se supera el 25 % de mortandad de
anfipodos expuestos por 10 dias frente a su blanco; mientras que para los niveles maximos

permitidos en sedimentos impactados, cuando no se supera el 30 % de mortandad. Asi
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mismo, para el caso de pruebas con larvas de equinodermos, estas logren una supervivencia
de més de 85 % para niveles de estandares Optimos y para niveles de zonas impactadas,
mortandades mayores al 70 %. Para ambientes epicontinentales, ademas, recomienda el

empleo de bioensayos con anfipodos de 10 y 28 dias, y quironomidos de 10 a 21 dias.

La Directiva 92/32/CEE de la Comunidad Econdomica Europea (1992) relativa a la
aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en materia de
clasificacion, embalaje y etiquetado de sustancias peligrosas, establece en su Anexo 3 la

caracterizacion ecotoxicoldgica con ensayos en peces, dafnias y microalgas.

Asi mismo, la Oficina de Evaluacion de Peligros a la Salud Ambiental (OEHHA, por sus
siglas en inglés, US), incluye en sus evaluaciones de riesgo ecoldgico, métodos de pruebas

toxicologicas que incluyen plantas terrestres e invertebrados terrestres (OEHHA 2009).

2.5.1. PRUEBAS DE TOXICIDAD CON MICROALGAS

Pruebas de ecotoxicidad con microalgas han sido realizadas por numerosos investigadores
(Lewis 1993, Corradi y Gorbi 1993, Mallick y Mohn 2003). Las ventajas relativas del uso
de una microalga en particular dependen del cultivo, crecimiento, manipulacion, sensibilidad

y abundancia en la naturaleza (Lewis 1993, Gorbi et al. 2001).

Las microalgas marinas Skeletonema y Phaeodactylum son las méas sensibles para la
evaluacion de quimicos y lodos de perforacion en Francia (Bjgrnestad et al. 1993). Varias
especies de microalgas marinas han sido propuestas para determinar calidad de agua marina
como Thalassiosira spp., Dunaliella spp. e Isochrysis sp. (Pawlisz et al. 1997, Silva et al.
2001). Las microalgas marinas Isochrysis galbana Parke y Chaetoceros gracilis A. Henckel
son también utilizadas como alimentos de varias especies zooldgicas de la cadena tréfica
marina (Otero et al. 1997, Aranda y Suarez 1998, Browne et al. 1998, Podemsky y Culp
2001, Vera et al. 2001, Gibson 2003, Mann y Harding 2003, Yap et al. 2004).
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2.5.2. PRUEBAS DE TOXICIDAD CON PLANTAS TERRESTRES

La alfalfa (Medicago sativa) es una leguminosa (dicotiledénea) muy empleada en estudios
de bioremediacion y de ecotoxicologia por su importancia comercial y por la importancia de
mantener simbiosis tipo micorrizas que colaboran en la fijacion de nitrogeno en el suelo

otorgandole mayor fertilidad a los suelos donde se implantan.

El maiz (Zea mays) es una especie de graminea anual (monocotiledonea) originaria de
América e introducida en Europa en el siglo XVI11y que de acuerdo con la Guia de Pruebas
de Efectos Ecoldgicos OPPTS 850.4100 (USEPA 2012), es recomendada para bioensayos

de germinacion de semillas y crecimiento de plantas.

2.5.3. PRUEBAS DE TOXICIDAD CON CRUSTACEOS

Daphnia magna, o pulga de agua, es el crustaceo cladocero mas comunmente utilizado en
ensayos ecotoxicoldgicos, por ser de facil establecimiento en el laboratorio y de corto ciclo
vital (Dodson y Hanazato 1995, Gutiérrez et al. 1989).

Andreotti et al. (2006) realizaron pruebas con claddceros para determinar la toxicidad de

sedimentos del rio salado en Argentina.

Los anfipodos son los primeros en desaparecer en un ecosistema contaminado y son
indicadores sensibles de contaminacion de sedimentos (Bellan-Santini 1980, Swartz et al.
1982).

Los anfipodos han sido empleados en métodos de evaluacion de la toxicidad de sedimentos
asociados a contaminantes por la USEPA desde junio de 1994, siendo recomendados
actualmente para realizar evaluaciones ecotoxicologicas y de biodegradacion principalmente
en las actividades hidrocarburiferas. Normas europeas incluyen pruebas con anfipodos como
uno de los bioensayos recomendables para evaluacion de sedimentos contaminados
(Chapman et al. 1992, Ré et al. 2007).
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Caeiro et al. (2009) recomiendan para evaluar el riesgo ecoldgico, evaluar la toxicidad en
muestras de sedimento marino con anfipodos y erizos de mar. Kemble et al. (1999)
emplearon anfipodos y quirondmidos para evaluar la toxicidad de sedimentos. McGee et al.
(1999) evaluaron sedimentos contaminados en Maryland empleando pruebas

ecotoxicoldgicas con anfipodos.

En un estudio de toxicidad en agua y sedimento de la bahia de Chesapeake (Hall Jr. et al.
2002) se efectud un monitoreo de sedimentos marinos para evaluar la calidad de dichos
ecosistemas desde 1991 al 1999. Se introdujo cinco anfipodos por envases de un litro con
200 mL de solucion prueba y alimentados con pellets molido por 20 dias. Y en un ensayo
con dafnias se empleo 10 réplicas con un neonato por envase de 30 mL y 15 mL de contenido

de solucion prueba, alimentandolas diariamente con Skelotonema capricornicum por 8 dias.

Casado-Martinez et al. (2006) también emplearon bioensayos con anfipodos expuestos a
sedimentos para determinar su toxicidad. De Backer et al. (2009) abren la posibilidad de
conocer los efectos cronicos del rol de la bioturbacion en procesos sedimentarios a partir de
estudios con anfipodos y los efectos de las particulas de fondo. Peters et al. 2002 proponen
una bateria de pruebas de bioensayos marinos empleando anfipodos por 10 dias de
supervivencia. Asi mismo, Marin et al. (2005) valoraron la contaminacion por metales en

sedimentos empleando anfipodos en la Laguna Costera del Mar Menor en Espafia.

Muchas formas larvales y postlarvales de crustaceos marinos han sido empleadas para
evaluar la ecotoxicidad de metales pesados, por constituir los estadios méas sensibles de su
ciclo de vida (Marino- Balsa et al. 2000).

Emerita analoga 0 “muy muy” es un crusticeo macrozoobentonico caracteristico del
intermareal e infralitoral de las playas de arena de las Costas del Pacifico Sur de América, a
la vez que es un eslabdén importante en las tramas troficas de este sistema (Oliva et al. 1992,
Alvitres et al. 1999, Contreras et al. 2000).

Pérez (1999) emplea crustaceos Hippidae para evaluar los niveles de mercurio de las playas

arenosas en Venezuela.

22



Valdovinos et al. (2002) proponen a Emerita analoga como especie biomonitora de
contaminacion por metales y emplean tiempos de 24 h hasta 10 dias para evaluar la toxicidad

aguda.

Segun Wenner (1987), las poblaciones de E. analoga han sido empleadas en biomonitoreos
de calidad ambiental. Mientras que Burnett (1971), Rossi et al. (1978) y Wenner (1987)
mencionan que esta especie puede incluso acumular metales pesados e hidrocarburos de
petrdleo del ambiente. E. analoga ha sido empleada como especie bioindicadora de
importancia ecotoxicologica para el monitoreo de algunos metales pesados (Hernandez et al,
2000, Valdovinos y Zufiiga 2002, lannacone y Alvarifio 2003), de efluentes pesqueros y de
ficotoxinas (Bretz et al. 2002, Ferdin et al. 2002, Powell et al. 2002) en el ecosistema marino.

2.5.4. PRUEBAS DE TOXICIDAD CON INSECTOS ACUATICOS

La lombriz roja, Chironomus calligraphus (Diptera: Chironomidae), es una especie de
mosca caracteristica de los ambientes acuaticos naturales y de origen antropogénico del
Per0; presenta como ventaja principal su abundante y permanente disponibilidad del material
bioldgico utilizado, asi como su importancia en las cadenas tréficas (lannacone y Alvarifio
2005). Ademas, son faciles de mantener en cultivos en condiciones de laboratorio, presentan
ciclo corto de vida y se conoce que son sensibles a metales pesados y pesticidas (lannacone
et al. 2002, 2005).

La APHA (1998) recomienda el empleo de insectos quirondmidos para la realizacion de
bioensayos de toxicidad aguda y cronica acuatica mediante protocolos estandarizados
(Meregalli et al. 2002, Lahr et al. 2003). Las especies de la familia Chironomidae son muy
utilizadas en bioensayos para determinar el grado de toxicidad de diversas sustancias
qguimicas en ambientes acuaticos, midiendo su supervivencia y otros efectos subletales
(lannacone et al. 2005). Chironomus calligraphus es un diptero muy empleado en fase

larvaria para evaluaciones ecotoxicoldgicas en sedimentos (Aparecido et al. 2006).
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2.5.5. PRUEBAS DE TOXICIDAD CON EQUINODERMOS

El erizo negro Tetrapygus niger (Echinodermata: Arbaciidae), es un invertebrado
perteneciente al intertidal rocoso marino de Pert y Chile (Rodriguez 2003). En esta especie
se han realizado una serie de trabajos en fisiologia y en biologia molecular (Medina et al.
2001).

Se han realizado bioensayos de fertilizacion y embrionacién evaluando el efecto de diversas
sustancias quimicas en el agua y sedimentos en diferentes especies de erizos marinos:
Arbacia spatuligera, Paracentrotus lividus, Psammechinus miliaris, Sphaerechinus
granularis, Tripneustes gratilla (Larrain et al. 1999, Ghirardini et al. 2001, Coteur et al.
2003, Vasquez 2003, De Nicola et al. 2004, Pesando et al. 2004. Bellas et al. 2005).

Arévalo et al. (2001) emplearon el bioensayo de fertilizacién con erizos de mar para

fiscalizar las actividades de liberacion de lastres de embarcaciones en Chile.

Casado-Martinez et al. (2006) emplearon bioensayos de fertilizacion con erizos de mar

expuestos a lixiviados de sedimentos para determinar su toxicidad.

Shim et al. (2006) compararon resultados de toxicidad con fertilizacion de erizo expuestos a

distintos compuestos organicos.

Salamanca et al. (2009) emplearon bioensayos con erizos de mar para evaluar material

dragado de dos puertos de Esparia.

Carr et al. (2006) recomendaron en pruebas de fertilizacion con erizos incluir un blanco no
fecundado de 6vulos a la solucion problema, para reducir el efecto de dicha sustancia en

mayor tiempo a la viabilidad del évulo.

Marin (2007) emple6 en su tesis doctoral, bioensayos con erizo de mar para evaluar la

toxicidad de agua de mar del Cabo de Palos.
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2.5.6. PRUEBAS DE TOXICIDAD CON PECES

Los peces han sido utilizados ampliamente en todo el mundo para conocer los efectos de
distintas sustancias, y han sido los primeros modelos de estudio para conocer los efectos
antropogeénicos de las actividades econdmicas. En el Per(, uno de los primeros trabajos
realizado en peces expuesto a metanol usando Mugil cephalus fue desarrollado por
Zambrano (1983).

Vera et al. (2001) realizaron un estudio con cadmio y cromo usando postlarvas del pejerrey
Odontesthes (Austromenidia) regia regia. Luego, Sanchez (2012) emplea larvas y postlarvas
de pejerrey Odontesthes regia regia para evaluar efluentes utilizados de plantas industriales
pesqueras ubicadas en Paita, Chimbote, Callao y Paracas desde 1997 a 1999.

Otros estudios han sido desarrollados en pejerrey sobre aspectos autoecoldgicos por Mejia
et al. (1970), Villavicencio y Muck (1984) y Coayla et al. (1991), y sobre aspectos
demoecoldgicos por Veliz e Insil (1988), Guevara-Carrasco et al. (1991) y Fupuy (1999).

Ebrahimpour et al. (2010) probaron mediante un bioensayo agudo estatico con peces
expuestos a metales en influencia con la dureza del agua de dilucion empleada en el
bioensayo, mostrando indirectamente la dinamica y disponibilidad de los metales estudiados

respecto a las variaciones de pH.

Poecilia reticulata o "guppy" (Poecilidae) es una especie exética de pez ornamental invasora
e introducida en PerQ para el control bioldgico de larvas de Anopheles pseudopuctipennis
(Diptera: Culicidae) y de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (lannacone y Alvarifio 1998).
Es considerada una especie de importancia ornamental por la acuarofilia mundial (Balén
2004). Se han realizado en P. reticulata diversos estudios en el ambito del aprendizaje y del
comportamiento reproductivo (lannacone y Alvarifio 1998, Brosnan et al. 2003, Croft et al.
2003, Grether et al. 2003), asi como modificaciones en el comportamiento por accion de

pesticidas organofosforados (Selvi et al. 2004).
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Paracheirodon innesi 0 "nedn tetra" (Characidae), es una especie amazoénica, domesticada
y conocida por los acuaristas a nivel mundial (Balén 2004). En esta especie se han realizado
varios estudios fisioldgicos con relacion a adaptaciones cromaticas por variaciones de
luminosidad a nivel de la piel y ocular (Hayashi et al. 1993), asi como efectos de la calidad
del agua (pH, dureza y metales pesados), factores nutricionales (vitaminas) y formas
parasitarias (Ichthyophthirius multifiliis) sobre la fisiologia de P. innesi (Schmahl et al. 1992,
Pannevis y Earle 1994, Gonzalez et al. 1998, Tao et al. 2002).

2.6. EVALUACION DE RIESGO ECOLOGICO

Paustenbach (1989) ha encaminado la practica de la evaluacion del riesgo ambiental en las
pasadas décadas. Mientras que las evaluaciones formales de riesgo a la salud humana en la
parte ocupacional han sido conducidas desde los afios 30, una tendencia cada vez mayor de
su aspecto ambiental ha sido dirigida por el Consejo de Investigacién Nacional de los
Estados Unidos desde los 80. Asi mismo, definio riesgo como la probabilidad de que ocurra
un efecto adverso a nivel individual o poblacional, por la exposicion a una concentracion o
dosis especificas de un agente peligroso. A su vez, la Academia Nacional de Ciencias de los
Estados Unidos define la evaluacion de riesgos como la caracterizacion de los efectos
potencialmente adversos para la salud en los humanos, a causa de la exposicion a los peligros
ambientales (Eden 1997).

La Evaluacién de Riesgo Ecoldgico (ERA, por sus siglas en inglés), es un buen mecanismo
para la toma de decisiones en este campo, la cual se aplica como metodologia en los Estados
Unidos, USEPA (1998), y en los paises de la Comunidad Europea, Directiva 414, CEE. Los
principales criterios de riesgo, incluyen volimenes de produccion, formas de exposicién y

poblacion y/o ecosistemas expuestos (Eden 1997).

Son numerosos compuestos quimicos los que entran al ambiente como resultado de diversas
actividades antropogénicas y pueden ocasionar impactos adversos para la salud humana y el
entorno. Dada la abundancia de estos compuestos, y la enorme cantidad de sus efectos
adversos potenciales, para los investigadores y para los gobiernos es necesario contar con

una sistematica con bases cientificas, que permitan evaluar cuantitativamente y
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cualitativamente los riesgos inherentes a dichos contaminantes, asi como jerarquizar los
peligros potenciales (Eden 1997). La habilidad de medir el transporte de quimicos y destinos
y exposicion de organismos mediante pruebas ecotoxicologicas es critica en el Gltimo avance
de la evaluacion de riesgo ecoldgico (USEPA 1992, Suter 1993, Maughan 1993, Cheng y
Ford 2009).

Costa (2009) muestra las principales preocupaciones recogidas de la comunidad cientifica
iberoamericana reunidas en el 2008 en donde precisa que las evaluaciones de sedimentos
contaminados son tipicos para la caracterizacion de impactos potenciales en la biota acuatica
dentro del proceso de evaluacion de riesgo ecoldgico que evallan los efectos ecoldgicos
adversos que pueden generarse con la exposicion de uno o mas estresores. Bailer et al. (1993)
ha extendido sus trabajos en evaluar la relacion dosis — respuesta y disefios experimentales
en sistemas de prueba de toxicidad acuética incluyendo estos métodos (Faustman 1996). Sin
embargo, ante toda duda o falta de completo entendimiento de los efectos y causas de un
potencial impacto ambiental, el principio precautorio impulsa una toma de accién que impida
su desarrollo (Eduljee 2000).

El potencial nocivo de una sustancia toxica puede ser contrarrestado por el sistema bioldgico
a través de diferentes estrategias, tales como reacciones metabdlicas de detoxificacion,
excrecion de toxicos. Por tanto, la toxicidad aparente evaluada en un ensayo biolégico es el

resultado de la interaccion entre la sustancia y el sistema bioldgico.

DelVals et al. (2000) hicieron notar las ventajas de realizar estudios en mesocosmos a
diferencia de los realizados a nivel de laboratorio y su dificultad de interpretacion de

resultados por el nimero de variables del medio ambiente.

El objetivo de la ERA es cuantificar la distribucidn de posibles efectos ecoldgicos sobre los

ecosistemas por la exposicion de uno o mas estresores (factores de riesgo) (Calow 2003).

El procedimiento de la ERA esta generalmente, caracterizada por un conjunto de conceptos,
incluyendo el escenario de riesgo, la probabilidad de riesgo y los destinos de riesgo que

pueden también estar dado por tres cuestionamientos de lo que puede suceder; lo que
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probablemente ha de suceder y cuales son finalmente las medidas puntuales de las
ocurrencias (Helton, 1993; Bedford y Cooke, 2001). Esto se ha vuelto un paradigma estandar
para la prediccién del riesgo. Como lo sugieren Van Leeuwen y Hermans (1995), la gestion
de riesgos, especialmente la gestion de la exposicion ambiental a sustancias quimicas
deberian incluir medidas tales como la identificacion de peligros, evaluacion de la
exposicion, evaluacion de los efectos, la caracterizacion y la clasificacion del riesgo, anélisis

de riesgos y beneficios, la reduccién del riesgo, y su monitoreo y vigilancia.

USEPA (1998) propusieron un proceso de la ERA maéas genérico, que consiste en la
formulacién del problema, andlisis, caracterizacion del riesgo, gestion del riesgo y la

comunicacion.

Los estudios que incorporan organismos propios de las cadenas troficas de los ecosistemas
han sido reconocidos como un componente critico de la ERA. La informacion derivada de
estos analisis sobre las complejas relaciones entre especies y su variacion en el tiempo y el
espacio dentro de una cadena tréfica, es actualmente empleado en la modelacion acumulativa
de efectos de toxicos quimicos y otros estresores en el ambiente, a menudo en la
determinacion de su significancia ecologica de riesgo. (De Ruiter et al. 1996, Preziosia y
Pastorok 2008).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

Los ensayos se desarrollaron en el Laboratorio de Ecofisiologia Animal de la Facultad de
Ciencias Naturales y Matematica de la Universidad Nacional Federico Villarreal (UNFV),
ubicado en Jiron Chepén s/n en El Agustino; en el Laboratorio de Consulting Assessment
Environmental and Ecological SAC (CAEE SAC), ubicado en Calle Pedro D’Onofrio 254
en Brefia; y en el Laboratorio de Ecotoxicologia Acuética del Instituto del Mar del Perd

(IMARPE), ubicado en Esquina Gamarra y General Valle s/n en Chucuito, Callao.

3.2. MATERIALES

3.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

e Microalga del género Isochrysis.

e Microalga del género Chlorella.

e “Alfalfa” Medicago sativa var sierra alta.
e “Maiz” Zea mays var. amilacea.

e “Pulga de agua” Daphnia sp.

¢ Anfipodo del género Apohyale.

e “Muy muy” Emerita analoga.

e Diptero quironomido Chironomus calligraphus.
e “Erizo negro” Tetrapygus niger.

e “Pejerrey” Odontesthes regia regia.

e “Guppy” Poecilia reticulata.

e “Neon tetra” Paracheirodon innesi.
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3.2.2. OTROS MATERIALES

e Acuariosde4L,20L, 100 L

e Baldes plasticos de 4 L

e Bidonesde 20 L

e Bulbos de latex

e Cajas de tecnopor

e Céamara de Neubauer

e Camara de Sedgewick Rafter

e Espatulas

¢ Filtros de membrana de policarbonato de 50 um

e Geles refrigerantes

e Manguerade latex 5m

e Matraces aforados de 100 mL

e Pipetas Pasteur descartables

e Pipetas volumétricas y graduadas de 1 mL, 5 mL y 10 mL
e Probetas 100 mL, 500 mL y 1 000 mL

e Recipientes plasticos de varias medidas

e Vasos de precipitado de 50 mL, 250 mL y 500 mL

3.2.3. REACTIVOS E INSUMOS

e Acido clorhidrico (HCI: 1 N; 0,1 N) 100 mL
e Acondicionador de acuario 500 mL

e Agua destilada

e Algas deshidratadas en hojuelas 500¢g
e Arena fina desinfectada de rio 10 kg
e Cloruro de cadmio (CICd) 109
e Cloruro de potasio (KCI) 100 g
e Dicromato de potasio (K2Cr20y7) 10g

e Hidroxido de sodio (NaOH: 1 N; 0,1 N) 100 mL

e Lejia
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e Medio de cultivo CHU 10 500 mL

e Medio de cultivo Guillard f/2 500 mL
e Sulfato de bario (BaSOs) 500 g
e Sulfato de cobre (SO4Cuy) 109

3.2.4. EQUIPOS

Balanza analitica (Sartorius)

Bombas de recirculacion de agua

Céamara fotografica (Nikon)

Microscopio compuesto (Zeiss)

Microscopio estereoscopico (Menji)

Multiparametro (Hanna)

Sistemas de aireacion (Blower)

Sistemas de filtracion de agua (Bomba de vacio Milipore)

3.3. METODOS ECOTOXICOLOGICOS

Se empled sulfato de bario quimicamente puro en presentacion de 1 kg Cod. 11845 de la

marca comercial Fluka, para las pruebas ecotoxicoldgicas.

Los tratamientos utilizados en las pruebas ecotoxicoldgicas consideraron el valor de
solubilidad del sulfato de bario a los 20°C 0,002448 g/L (ATSDR 2016). Estos tratamientos
fueron: 2; 0,2; 0,02; g/L de sulfato de bario y 0,002; 0,0002 g/L de bario.

Para las pruebas desarrolladas en sistemas acuosos, vale aclarar que en los tratamientos de:
2,0,2y0,02 g/L de sulfato de bario, solo se halla al compuesto en su forma insoluble y para
evitar su deposicion en el fondo de los sistemas de prueba se mantuvieron en movimiento
constante en los medios acuaticos por sistemas de aireacion continua durante las pruebas,
con el propdsito de conocer el efecto fisico que provocaban estas distintas suspensiones en

los organismos de prueba. En los otros dos tratamientos de 0,002 y 0,0002 g/L s6lo se hallan
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al ion bario y al ion sulfato, disociados a partir del sulfato de bario, en sus formas ionicas,

permitiendo asi conocer el efecto quimico del bario en los organismos prueba.

Por otro lado, las pruebas que incluyeron sustratos no se empled drenaje durante todo el
periodo de prueba por lo que los tratamientos mantuvieron la cantidad de sulfato de bario

suspendido y disuelto, que en la matriz suelo fueron acumulados,

Todos los tratamientos contaron con tres repeticiones como minimo, adicionalmente a los

controles negativos o blancos.

Considerando que, los organismos bioldgicos procedentes de localidades con diferentes
caracteristicas ambientales podrian presentar diferentes respuestas en bioensayos
ecotoxicologicos, previamente se evalud la sensibilidad de los organismos prueba con
dicromato de potasio, cloruro de cadmio y sulfato de cobre, como sustancias de referencia
(Forbes 1998, Repetto et al. 2000).

El nimero de pruebas ecotoxicolégicas con sulfato de bario, siguieron las pautas de la
OSPARCOM (1998), que recomienda de 2 a 4 bioensayos con organismos de diferente taxa
para determinar la toxicidad aguda. En la experimentacion se uso siete bioensayos agudos
con los siguientes organismos: Daphnia sp. Apohyale sp., Emerita analoga, Chironomus

calligraphus, Odontesthes regia regia, Poecilia reticulata y Paracheirodon innesi.

Para evaluar el criterio de mortandad, para la determinacion del efecto agudo, se considerd
que los organismos (Daphnia sp. Apohyale sp., Emerita analoga, Chironomus calligraphus,
Odontesthes regia regia, Poecilia reticulata y Paracheirodon innesi) no registren

movimiento interno ni externo, por un lapso de 15 s luego de una estimulacién punzante.

Para los efectos subletales se consider la inhibicion de germinacion en Medicago sativa y
Zea mays, y la inhibicion de crecimiento celular en Isochrysis sp., Chlorella sp. Para el caso

de Medicago sativa, Zea mays, se considero la longitud foliar aérea como parametro de
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crecimiento. Y para la inhibicion de fecundacion en Tetrapygus niger, el proceso de

formacion de la zona pelicida.

Las mediciones de los parametros y protocolos siguieron las pautas y recomendaciones de
la USEPA (1986, 1992, 1994, 1997, 1998, 1999, 2005, 2012).

En la Figura 3 se resume el flujo de procesos que se emplearon en el desarrollo de las pruebas

ecotoxicologicas. Notese que, en la misma, no se han incluido las pruebas preliminares ni

las pruebas de sensibilidad.

Sustancia Colecta de organismos
problema prueba

Preparacion de Transporte de
tratamientos organismos prueba

Pruebas Mantenimiento de
ecotoxicologicas organismos prueba

Procesamiento de
datos

Figura 3: Diagrama de flujo basico empleado en las pruebas ecotoxicoldgicas.
FUENTE: USEPA (1986, 1992, 1994, 1997, 1998, 1999, 2005, 2012).
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3.3.1. PRUEBAS SUBLETALES DE INHIBICION DE CRECIMIENTO EN
MICROALGAS

a. Microalga epicontinental Chlorella sp. (Chlorophyta)

Se siguieron las recomendaciones de la USEPA (1992), Cifuentes et al. (1998) y Alayo et
al. (2004). Se solicitaron cultivos de microalgas del género Chlorella sp. del Laboratorio de
Cultivo de Microalgas del IMARPE. Estas fueron aclimatadas a condiciones de laboratorio
y se establecio la densidad de instalacion mediante diluciones hasta lograr la densidad de 10
000 cel./mL, con ayuda de un hematocitdmetro (Camara de Neubauer). En el Cuadro 2 se

resumen las condiciones de las pruebas de inhibicion de crecimiento celular con Chlorella

sp.

Cuadro 2: Condiciones para las pruebas subletales de inhibicion de crecimiento con

la microalga Chlorella sp.

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico
Duracion 96 h
Temperatura 21+1°C
Calidad de luz Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 4 000 a 4 500 Lux
Fotoperiodo 24 h luz; 0 h de oscuridad
Tamarfio de envase de prueba 250 mL
Volumen de agua de dilucién 100 mL
Renovacién de agua No, aireacion continua
N° de organismos por réplica 10 000 cel./mL
Edad de los organismos 1- 2 dias
N° de réplicas 4
N° de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucion 0,1)
Calidad de agua pH, temperatura
Agua de dilucion Medio de cultivo (CHU 10)
Criterios de evaluacion de efectos Inhibicion de crecimiento
Criterio de aceptacion de prueba 1x108 cel./mL en blancos

FUENTE: USEPA (1992), Cifuentes et al. (1998) y Alayo et al. (2004).
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b. Microalga marina Isochrysis sp. (Haptophyta)

Se siguieron las recomendaciones de la USEPA (1992), Cifuentes et al. (1998) y Alayo et
al. (2004). Se solicitaron cultivos de microalgas del género Isochrysis sp. del Laboratorio de
Cultivo de Microalgas del IMARPE. Estas fueron aclimatadas a condiciones de laboratorio
y se estableci6 la densidad de instalacion mediante diluciones hasta lograr la densidad de 10
000 cel./mL, con ayuda de un hematocitémetro (Camara de Neubauer). En el Cuadro 3 se

resumen las condiciones de las pruebas de inhibicidn de crecimiento celular con Isochrysis

sp.

Cuadro 3: Condiciones para las pruebas subletales de inhibicion de crecimiento con
la microalga Isochrysis sp.

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico
Duracion 96 h
Temperatura 18+1°C
Calidad de luz Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 6 000 a 7 000 Lux
Fotoperiodo 24 h luz; 0 h de oscuridad
Tamario de envase de prueba 250 mL
Volumen de agua de dilucion 100 mL
Renovacién de agua No, aireacion continua
N° de organismos por réeplica 10 000 cel./mL
Edad de los organismos 4 —7 dias
N° de réplicas 4
N° de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucién 0,1)
Calidad de agua pH, temperatura
Agua de dilucion Medio de cultivo (Guillard 1/2)
Criterios de evaluacion de efectos Inhibicion de crecimiento
Criterio de aceptacion de prueba 1x10° cel./mL en blancos

FUENTE: USEPA (1992), Cifuentes et al. (1998) y Alayo et al. (2004).
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3.3.2. PRUEBAS SUBLETALES DE INHIBICION DE GERMINACION Y
CRECIMIENTO EN PLANTAS TERRESTRES

a. Planta dicotiledonea Medicago sativa (Fabaceae)

Se han seguido las recomendaciones de la USEPA (2012) y Dutka (1989). Se adquirieron
semillas comerciales de “alfalfa” Medicago sativa variedad sierra alta que fueron
almacenadas en refrigeracion hasta el momento de su empleo, para tal fin fueron sometidas
a una evaluacién previa que superd el 90 % de germinacion. Fueron estimuladas y
desinfectadas previamente con enjuagues en lejia al 10 % para luego ser sometidas a la
prueba definitiva. En el Cuadro 4 se resumen las condiciones para la realizacion de la prueba

de toxicidad con M. sativa tanto de germinacién como de crecimiento.

Cuadro 4: Condiciones para las pruebas subletales de inhibicion de germinacién y

crecimiento con Medicago sativa

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico
Duracion 24 h/ 10 dias
Temperatura 24+ 1°C
Calidad de luz Sin ifluminacion / Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 0 Lux /1 000 Lux
Fotoperiodo 0 h luz; 24 h de oscuridad /16 h luz; 8 h de oscuridad
Tamario de envase de prueba Placas Petri 200 mm / Envases de 1 L
Volumen de agua de dilucion 5 mL/100 mL
N° de organismos por réplica 10 semillas por placa Petri / 3 por envase
Edad de los organismos Semilla / Germinado
N° de réplicas 3
NC de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucién 0,5)
Calidad de agua pH, temperatura, conductividad, TDS.
Agua de dilucion Agua potable declorinada
Criterios de evaluacion de N N - .
Inhibicion de germinacion / crecimiento foliar
efectos
Criterio d;rjgte)ztauon de > 65 % de los blancos con mas de 20 mm de raiz

FUENTE: USEPA (2012) y Dutka (1989).
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b. Planta monocotileddénea Zea mays (Poacea)

Se ensayo el efecto del sulfato de bario y sus formas solubles sobre la germinacion vy el
crecimiento foliar en una monocotiledonea muy empleada en la agricultura como es el maiz,
en este caso de variedad conocida como maiz blanco. Esta especie de planta es recomendada
en las Guias de Efectos Ecotoxicoldgicos de la USEPA (2012).

Se adquirieron semillas comerciales de “maiz blanco” Zea mays que fueron almacenadas en
refrigeracion hasta el momento de su empleo, para tal fin fueron sometidas a una evaluacion
previa que supero el 90 % de germinacidn. Fueron estimuladas y desinfectadas previamente
con enjuagues en lejia al 10 % para luego ser sometidas a la prueba definitiva. En el Cuadro
5 se resumen las condiciones para la realizacién de la prueba de toxicidad con Z. mays tanto

de germinacién como de crecimiento.

Cuadro 5: Condiciones para las pruebas subletales de inhibicion de germinacién y

crecimiento con Zea mays

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico
Duracion 24h/19d
Temperatura 23+x1°C
Calidad de luz Sin iluminacion / Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 0 Lux /1 000 Lux
Fotoperiodo 0 h luz; 24 h de oscuridad /16 h luz; 8 h de oscuridad
Tamario de envase de prueba Placas Petri 200 mm / Envases de 1 L
Volumen de agua de dilucion 5 mL/100 mL
N° de organismos por replica 10 semillas por placa Petri / 3 por envase
Edad de los organismos Semilla / Germinado
N° de réplicas 3/2
NC de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucién 0,5)
Calidad de agua pH, temperatura, conductividad, TDS.
Agua de dilucion Agua potable declorinada
Criterios de evaluacion de I N I .
Inhibicion de germinacion / crecimiento foliar
efectos
Criterio de aceptacion de prueba| > 65 % de los blancos con mas de 20 mm de raiz

FUENTE: USEPA (2012) y Dutka (1989).
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3.3.3. PRUEBAS DE TOXICIDAD EN CRUSTACEOS

a. Claddcero epicontinental Daphnia sp. (Cladocera: Daphniidae)

Se han tomado en consideracion las recomendaciones de la USEPA (1993), Goulden et al.
(1982), Edley y Law (1989), Elendt y Bias (1990), Dutka (1989), CETESB (1991), Kluttgen
et al. (1994), Lewis y Maki (1981), Girling y Garforth (1989), Silva et al (2003). Se
adquirieron cladoceros del género Daphnia sp. los que fueron identificados en el Laboratorio
de Ecotoxicologia Acuatica del IMARPE, y se seleccionaron las hembras oviplenas para ser
mantenidas en acuarios (10 org./L) con agua potable declorinada y con aireacion constante,
y alimentadas con suspension de hojuelas de algas. Al cabo de 24 h se obtuvieron los
neonatos con los que se realizaron las pruebas. En el Cuadro 6 se resumen las condiciones

para la realizacion de la prueba de toxicidad con Daphnia sp.

Cuadro 6: Condiciones para las pruebas de toxicidad con Daphnia sp.

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico
Duracion 24h/48h
Temperatura 20+1°C
Calidad de luz Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 500 a 1 000 Lux
Fotoperiodo 16 h de luz; 8 h de oscuridad
Tamarfio de envase de prueba 30 mL
Volumen de agua de dilucion 25 mL
N° de organismos por réplica 10
Edad de los organismos <24h
N° de réplicas 4
N° de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucién 0,1)
Alimentacién durante la prueba No
Calidad de agua pH, temperatura
Criterios de evaluacion de efectos Supervivencia
Criterio de aceptacion de prueba > 90 % de supervivencia de los blancos

FUENTE: USEPA (1993), Goulden et al. (1982), Edley y Law (1988), Elendt y Bias
(1990), Dutka (1989), CETESB (1991), Kluttgen et al. (1994), Lewis y Maki (1981),
Girling y Garforth (1989), Silva et al (2003).
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b. Anfipodo marino Apohyale sp. (Amphipoda: Hyalidae)

Se realizé una prueba con un anfipodo marino de amplia distribucion de la zona intermareal,

que habita la zona bentdnica y que posee un tipo de alimentacion filtradora y ramoneadora.

Se colectaron anfipodos, los que fueron identificados en el Laboratorio de Bentos del
IMARPE como del género Apohyale sp., en la zona ecologica denominada “La Arenilla”
ubicada en La Punta, alojados en los sedimentos principalmente conformados por grava
gruesa Yy asociados a macroalgas, y formando parte del bentos supramareal. Se separaron los
juveniles y se los aclimaté por una semana para luego someterlos a las pruebas

ecotoxicoldgicas. En el Cuadro 7 se resumen las condiciones para la realizacién de la prueba

de toxicidad con Apohyale sp.

Cuadro 7: Condiciones para la prueba de toxicidad con Apohyale sp.

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico
Duracion 10d
Temperatura 19+1°C
Calidad de luz Ambiente de laboratorio

Intensidad luminosa

500 a1 000 Lux

Fotoperiodo

24 h luz; 0 h de oscuridad

Tamario de envase de prueba 1 000 mL
Volumen de agua de dilucién 800 mL
Sedimento 175 mL
Renovacién de agua No
N° de organismos por réplica 20
Edad de los organismos Juveniles
N° de réplicas 4
NC de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucién 0,1)
Alimentacién durante la prueba No

Calidad de agua

OD, pH, temperatura

Criterios de evaluacion de efectos

Supervivencia

Criterio de aceptacion de prueba

> 90 % de supervivencia de los blancos

FUENTE: USEPA (1993), Goulden et al. (1982), Edley y Law (1988), Elendt y Bias
(1990), Dutka (1989), CETESB (1991), Kluttgen et al. (1994), Lewis y Maki (1981),

Girling y Garforth (1989).
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c. Decapodo marino Emerita analoga (Decapoda: Hippidae)

Se colectaron 50 hembras oviplenas (con masa de huevos) de “muy muy” Emerita analoga,
con presencia de masas ovigeras color naranja y/o gris, en zonas intermareales de la playa
arenosa “Conchéan”, al sur de la ciudad de Lima, las que fueron identificados en el
Laboratorio de Ecotoxicologia Acuatica del IMARPE. Se mantuvieron en acuarios,
alimentadas con suspension de hojuelas de algas hasta que aproximadamente en 24 horas
liberaron las larvas zoeas, las que fueron separadas para la realizacion del bioensayo. En el

Cuadro 8 se resumen las condiciones para la realizacion de la prueba de toxicidad con E.

analoga.

Cuadro 8: Condiciones para las pruebas de toxicidad con Emerita analoga

Variables Condiciones de prueba

Tipo de prueba Estatico / Semi-estatico
Duracion 96 h/34d
Temperatura 18+1°C

Calidad de luz Ambiente de laboratorio

Intensidad luminosa

100 a 1 000 Lux

Fotoperiodo

11 h de luz; 13 h de oscuridad

Tamario de envase de prueba 1 000 mL
Renovacion de agua No
N° de organismos por réplica 10
Edad de los organismos Juveniles
N° de réplicas 3

N° de tratamientos

5 fuera del blanco (factor de dilucion 0,1)

Alimentacién durante la prueba

Si, diario (1 mL suspension de microalgas)

Calidad de agua

OD, pH, temperatura

Criterios de evaluacién de
efectos

Supervivencia

Criterio de aceptacion de prueba

> 90 % de supervivencia de los blancos

FUENTE: USEPA (1993), Goulden et al. (1982), Edley y Law (1988), Elendt y Bias
(1990), Dutka (1989), CETESB (1991), Kluttgen et al. (1994), Lewis y Maki (1981),

Girling y Garforth (1989).
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3.3.4. PRUEBA DE TOXICIDAD EN UN INSECTO ACUATICO

a. Diptero acuatico epicontinental Chironomus calligraphus (Diptera:

Chironomidae)

Se han tomado en consideracion las recomendaciones de la USEPA (1993). Se colectaron
ovas (masa de huevos) de Chironomus calligraphus que fueron identificados en el
Laboratorio de Ecofisiologia Animal de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica de
la UNFV. Se las mantuvo en acuarios en agua potable declorinada con aireacion constante,
sobre mallas de nylon suspendidas como sistemas de flotacion para permitir su eclosion, y
al cabo de 48 h, que eclosionaron las larvas del primer estadio plancténico, fueron separadas
y alimentadas con suspension de hojuelas de algas. Al cabo de una semana, las larvas se
volvieron bentonicas, y las que lograron el segundo estadio, fueron las que se separaron para
iniciar la instalacion del bioensayo. En el Cuadro 9 se resumen las condiciones para la

realizacion de la prueba de toxicidad con C. calligraphus.

Cuadro 9: Condiciones para la prueba de toxicidad con Chironomus calligraphus

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico
Duracion 10d
Temperatura 24 £1°C
Calidad de luz Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 100 a 1 000 Lux
Fotoperiodo 16 h de luz; 8 h de oscuridad
Tamario de envase de prueba 250 mL
Volumen de agua de dilucién 100 mL
Sedimento 20 mL
Renovacién de agua No
N° de organismos por réplica 10
Edad de los organismos 2° instar
N° de réplicas 2-3
N° de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucion 0,1)
Alimentacién durante la prueba No
Calidad de agua Conductividad, pH, temperatura, TDS
Criterios de evaluacion de efectos Supervivencia
Criterio de aceptacion de prueba > 80 % de supervivencia de los blancos

FUENTE: USEPA (1993).
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3.3.5. PRUEBA SUBLETAL DE INHIBICION DE FECUNDACION EN UN
EQUINODERMO

a. Equinodermo marino Tetrapygus niger (Echinodermata: Echinoidea)

Se han tomado en consideracion las recomendaciones de la USEPA (1993). Se colectaron
especimenes adultos de “erizo negro de mar” Tetrapygus niger en las inmediaciones de
playas rocosas de la caleta Pucusana, y fueron mantenidos y aclimatados por 1 semana en
acuarios con agua de mar filtrada y con aireacion constante. Se estimularon luego con KCI
al 0,5 N para aislar los espermios y 6vulos que se mantuvieron en cadena de frio para realizar
la prueba. Se definieron densidades apropiadas para su lectura y lograr la fecundacién in
vitro enfrentandola a los distintos tratamientos. En el Cuadro 10 se resumen las condiciones

para la realizacion de la prueba de toxicidad con T. niger.

Cuadro 10: Condiciones para la prueba subletal de inhibicion de fecundacién con

Tetrapygus niger

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico
Duracion <2h
Temperatura 19+1°C
Calidad de luz Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 500 a 1 000 Lux
Tamario de envase de prueba 5mL
Volumen de agua de dilucion 3mL
N° de organismos por réplica Ovulos: 2 000 cel./mL
Espermios: 5 x 107 cel./mL
Edad de los organismos Gametos
N° de réplicas 3
NC de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucién 0,5)
Aireacion No
Calidad de agua pH, temperatura
Criterios de evaluacion de efectos % No fertilizacion
Criterio de aceptacion de prueba > 90 % de fertilizacion de los blancos

FUENTE: USEPA (1993)
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3.3.6. PRUEBAS DE TOXICIDAD EN PECES

a. Pez marino Odontesthes regia regia (Actinopterygii: Atherinopsidae)

Se han tomado en consideracion las recomendaciones de la USEPA (1993). Se colectaron
masas de ovas de “pejerrey” Odontesthes regia regia en las inmediaciones de la caleta de
Pucusana. Las ovas fueron aclimatadas en acuarios de 300 L hasta la eclosion de los alevines.
Estos permanecieron por dos dias sin alimentacion hasta que agotaron las reservas
energéticas de sus sacos vitelinicos, luego fueron alimentados con alimento vivo que
consistio en rotiferos del género Brachionus sp. y de zoeas de Artemia salina. Se los
mantuvo por un lapso de 14 dias antes de someterlos a las pruebas ecotoxicoldgicas. En el
Cuadro 11 se resumen las condiciones para la realizacion de la prueba de toxicidad con O.

regia regia.

Cuadro 11: Condiciones para las pruebas de toxicidad con Odontesthes regia

regia
Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico
Duracion 96 h/21d
Temperatura 19+1°C
Calidad de luz Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 500 a 1 000 Lux
Fotoperiodo 11 h de luz; 13 h de oscuridad
Tamario de envase de prueba 1 000 mL
Carga volumétrica 0,1g/L
Renovacién de agua No
N° de organismos por réplica 10
Peso de los organismos <0019
N° de réplicas 4
N° de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucion 0,1)
Alimentacién durante la prueba No / Pellet
Calidad de agua Salinidad, OD, pH, temperatura
Criterios de evaluacion de efectos Supervivencia
Criterio de aceptacion de prueba | >90 % de supervivencia de los blancos

FUENTE: USEPA (1993)
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b. Pez epicontinental Poecilia reticulata (Osteichthyes: Poecilidae)

Se han tomado en consideracion las recomendaciones de la OECD (1992). Se obtuvieron
peces juveniles “guppy” Poecilia reticulata adquiridos comercialmente e identificados en el
Laboratorio de Ecotoxicologia Acuética del IMARPE, y fueron aclimatados por 2 semanas
a las condiciones del laboratorio, alimentandolos con hojuelas de algas. El criterio de
aceptabilidad consider6 supervivencia mayor al 90 % en la fase de aclimatacion. Luego,
fueron seleccionados ejemplares de menos de 3 gramos de ambos sexos, y dejando de
alimentarlos por 48 horas, quedaban listos para la instalacion del bioensayo. En el Cuadro

12 se resumen las condiciones para la realizacién de la prueba de toxicidad con P. reticulata.

Cuadro 12: Condiciones para las pruebas de toxicidad con Poecilia reticulata

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico / Semi-estatico
Duracion 96 h/28d
Temperatura 21+1°C
Calidad de luz Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 500 a 1 000 Lux
Fotoperiodo 16 h de luz; 8 h de oscuridad
Tamario de envase de prueba 1 000 mL
Carga volumétrica 8g/L
Renovacion de agua No / Interdiario
N° de organismos por réplica 10
Peso de los organismos <lg
N° de réplicas 3
N° de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucion 0,1)
Alimentacion durante la prueba No / Pellet
Calidad de agua Conductividad, pH, temperatura, TDS
Criterios de evaluacion de . .
Supervivencia
efectos
Criterio de aceptacion de prueba > 90 % de supervivencia de los blancos

FUENTE: USEPA (1993)
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c. Pez epicontinental Paracheirodon innesi (Characiformes)

Se adquirieron ejemplares de peces juveniles “neodn tetra” Paracheirodon innesi en una casa
comercial, fueron identificados en el Laboratorio de Ecofisiologia Animal de la Facultad de
Ciencias Naturales y Matemética de la UNFV, y se los aclimaté a acondiciones de
laboratorio. Se les proporciond alimento a razon de 1 mL de suspension de microalgas diario,
suspendiéndolo hasta 24 horas antes de la instalacion de la prueba. Luego de pasar el periodo
de aclimatacion fueron sometidos a las condiciones de prueba. En el Cuadro 13 se resumen

las condiciones para la realizacion de la prueba de toxicidad con P. innesi.

Cuadro 13: Condiciones para la prueba de toxicidad con Paracheirodon innesi

Variables Condiciones de prueba
Tipo de prueba Estatico / Semi-estatico
Duracién 96 h/14d
Temperatura 19+1°C
Calidad de luz Ambiente de laboratorio
Intensidad luminosa 500 a 1 000 Lux
Fotoperiodo 16 h de luz; 8 h de oscuridad
Tamario de envase de prueba 1000 mL
Carga volumétrica 8g/L
Renovacion de agua No / Interdiario
N° de organismos por réplica 10
Peso de los organismos <lg
N° de réplicas 4
N° de tratamientos 5 fuera del blanco (factor de dilucion 0,1)
Alimentacién durante la prueba No / Pellet
Calidad de agua Conductividad, pH, temperatura, TDS
Criterios de evaluacion de . .
Supervivencia
efectos
Criterio de aceptacion de prueba > 90 % de supervivencia de los blancos

FUENTE: USEPA (1993)
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3.4. ANALISIS DE DATOS

Para las pruebas ecotoxicoldgicas se realizaron transformaciones de datos segun
correspondieron para ajustar los datos a una distribucién normal (Zar 1996). Ademas, se
realizaron analisis de varianzas (ANDEVA) de una via con el proposito de detectar las
diferencias entre los tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles, entre las
repeticiones y entre los tiempos de exposicion relevantes. Los grados de significancia fueron
evaluados con una prueba Tukey HSD. EIl nivel de significancia fue de 0,05 (Zar 1996).
Todos los calculos estadisticos fueron analizados por el paquete SPSS ver. 14. Se determiné
ademas la CLso, la CEso (Concentracion efectiva media) y la NOEC (Concentracion efectiva
no observable), segun corresponda.

Para determinar los efectos de toxicidad aguda y la subletalidad y subcronicidad de
inhibicion de fecundacion se calculo la CLsp y la CEso respectivamente, utilizando el método

Probit, el método Spearman-Karber (TSK) o el método gréafico (Litchfield-Wilcoxon).

El primer método de andlisis permite estimar la CEso 0 la CLso ajustando los datos de
mortalidad mediante una técnica de probabilidad para estimar los valores que siguen una
distribucion logaritmica de tolerancias. El porcentaje de organismos afectados o muertos por
la accion toxica de una sustancia se transformaron a unidades Probit. Esta transformacion
permitid el ajuste a una linea de regresion, en la cual la concentracion perteneciente al Probit
0,5 correspondid a la cantidad de sustancia capaz de generar el efecto estudiado en la mitad
de la poblacion. Una de las restricciones para este método es que para el calculo de la CEso

0 la CLso deben obtenerse valores intermedios entre 0 y 100 % de mortalidad.

El método Spearman-Karber (TSK) es un procedimiento estadistico no paramétrico para
estimar la CLso y la asocia a un intervalo de confianza de un 95 %. Este procedimiento estima
el promedio de la distribucion del Logio de la tolerancia. Este es recomendado cuando hay

mortalidades parciales y los datos no encajan en el modelo Probit.
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El método grafico estima la CLso por interpolacion lineal entre los puntos de un ploteo de
porcentajes de mortalidades observadas versus el logaritmo en base 10 (logio) del porcentaje
de concentracion. Ese método no provee un intervalo de confianza, se aplica cuando no hay

mortalidades parciales.

Finalmente, para determinar los efectos subletales en microalgas y plantas terrestres se
determiné la concentracion de inhibicion media (Clso) con el programa informético ICp
recomendado por la USEPA (1992). Este se basa en una estimacion usando el método de
interpolacion linear, la que compara el control o blanco con el valor que reduce el 50 % de
conteo de células durante la prueba de inhibicion de crecimiento.

3.5. EVALUACION DE RIESGO ECOLOGICO

Los criterios de evaluacion para determinar el riesgo ecoldgico de una sustancia exigen que
se realicen al menos ocho ensayos agudos (criterio de supervivencia menores a 96 horas) y
tres evaluaciones subletales (criterios distintos a supervivencia) o subcronicas (criterio de
supervivencia mayores a 96 horas) (USEPA 1986). En el presente estudio se realizaron 12
pruebas agudas que incluyeron seis especies, siete pruebas subletales en cinco especies y 18

pruebas subcrdnicas en seis especies.

En el presente estudio también se han definido los niveles de umbrales de la NOEC
(Concentracion efectiva no observable), asi como sus efectos, mediante el uso de factores de
seguridad convenientes. Los factores de seguridad son multiplicadores aplicados para
estimar posibles umbrales subletales de efecto en comunidades de organismos. Se emplearon
los factores de seguridad recomendados por la USEPA (1997) en la evaluacion de riesgo
ecologico, que para el presente estudio fue establecido en el valor de diez (10).

En el Cuadro 14 se muestran los criterios de las pruebas efectuadas con las distintas especies

y los tiempos de exposicion al sulfato de bario y sus formas solubles en el presente estudio.
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Cuadro 14: Criterios de las pruebas ecotoxicoldgicas para las especies evaluadas.

Taxa Medio | Periodo | Pruebas efectuadas Criterio
Chlorellasp. |Continental| 96 h Subletal Inhibicion de crecimiento
Isochrysis sp. Marino 96 h Subletal Inhibicion de crecimiento

. . 24 h Subletal Inhibicion de crecimiento
M. sativa Continental T —
10d Subletal Inhibicidn de germinacion
) 24 h Subletal Inhibicion de crecimiento
Z. mays Continental T —
10d Subletal Inhibicion de germinacion
. ) 24 h Agudo Supervivencia
Daphniasp. | Continental - -
48 h Agudo Supervivencia
24 h Agudo Supervivencia
48 h Agudo Supervivencia
96 h Agudo Supervivencia
. 7d Subcronico Supervivencia
E. analoga Marino — - -
14d Subcronico Supervivencia
20d Subcrénico Supervivencia
30d Subcrénico Supervivencia
34d Subcronico Supervivencia
Apohyale sp. Marino 10d Subcrénico Supervivencia
T. niger Marino <2h Subletal Inhibicion de fecundacion
. ) 4d Agudo Supervivencia
C. calligraphus | Continental p— - -
10d Subcrénico Supervivencia
24 h Agudo Supervivencia
48 h Agudo Supervivencia
72 h Agudo Supervivencia
96 h Agudo Supervivencia
O. regia regia Marino 5d Subcroénico Supervivencia
6d Subcronico Supervivencia
7d Subcronico Supervivencia
16d Subcroénico Supervivencia
17d Subcrénico Supervivencia
72h Agudo Supervivencia
96 h Agudo Supervivencia
) ) 5d Subcrénico Supervivencia
P. reticulata | Continental — - -
21d Subcronico Supervivencia
27d Subcrénico Supervivencia
28d Subcrénico Supervivencia
24 h Agudo Supervivencia
P. innesi Continental 6d Subcrénico Supervivencia
10d Subcrénico Supervivencia
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La determinacién del riesgo ecoldgico calculado (RQ) viene dado por el cociente de la
concentracion de exposicion esperada (CEE) y la concentracion que no causa efectos sobre
los organismos (NEC) (Planes y Fuchs 2015).

Para establecer la CEE, se asumid el valor de los estandares nacionales para el bario en agua
en la Categoria 4: Conservacion del Ambiente Acuatico (0,7 - 1 mg/L) (DS 002-2008-
MINAM), dependiendo del medio al cual pertenezca la especie que haya obtenido el menor
valor de NOEC en las pruebas ecotoxicoldgicas propuestas en el presente estudio. Se utilizo
el valor de bario y no de sulfato de bario pues en el medio acuoso solo estarian las especies
solubles de los iones sulfato y bario, asumiendo que éste Ultimo aporta el carécter toxico de
la solucién problema. Mientras que para el caso del suelo, siguiendo el mismo criterio, se
asumen los valores de los estandares nacionales para el bario total (750 — 2 000 mg/kg) (DS.
002-2013-MINAM).

El valor de la NEC se obtuvo con el valor de la menor toxicidad aguda (CEso 0 CLso)
calculada de las pruebas ecotoxicolégicas llevadas a cabo, dividida sobre un factor de
seguridad o de aplicacion. Este factor de seguridad puede ser 10, 100 o 1 000 (Calow y
Forbes 2003), y este es inversamente proporcional a la cantidad y calidad de datos de
toxicidad que se disponga, que para el presente estudio se considero el factor 10 (Planes y
Fuchs 2015). En el Cuadro 15 se muestra la interpretacién del RQ, teniendo en cuenta los

posibles resultados.

_ Menor NOEC o CE50

NEC
Factor

. CEE
Riesgo (RQ) = NEC

Cuadro 15: Interpretacion de resultados para determinar el Riesgo Ecologico (RQ).

RQ <1 Incluir otras pruebas Hay un riesgo ecoldgico bajo para el
ecotoxicoldgicas ecosistema.
RQO=1 Redefinir la CEE Hay un riesgo eco_loglco medio para el
ecosistema.
RQ>1 Reducir o tratar el estresor Hay un riesgo eco logico alto para el
ecosistema.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PRUEBAS SUBLETALES DE INHIBICION DE CRECIMIENTO EN
MICROALGAS

4.1.1. Microalga epicontinental Chlorella sp.

En la Figura 4 se muestran las variaciones de los tratamientos de Chlorella sp. durante la
prueba de inhibicién de crecimiento celular al cabo de 96 horas. A pesar de que el tratamiento
control o blanco y el tratamiento menor de bario, muestran un incremento inicial de la
densidad de estas microalgas pasadas las 24 horas, todos los tratamientos en general
disminuyeron sus densidades. Este decaimiento se debid al empleo de un cultivo celular en
su fase estacionaria el cual inici0 su proceso natural de decaimiento poblacional, por
agotamiento de nutrientes (Paniagua et al. 1986). Sin embargo, a fin de detectar la
concentracion de inhibicion del cultivo se sometieron los valores de concentracion de la
prueba al programa ICp, el cual estimo las Clso que mostraron valores entre 0,1113 y 0,1133
g/L para las primeras 24 y 48 horas, respectivamente; luego se aprecié un incremento en el
efecto de inhibicion de crecimiento a las 72 horas (0,0625 g/L) respecto al blanco, para

finalmente, retorno al valor de 0,1027 g/L al cabo de las 96 horas (Figura 5).

Es importante considerar que los rangos de concentracidn en los que se observa la inhibicion
de cultivo celular de esta especie de microalga se hallan por encima de los valores de
solubilidad del sulfato de bario bajo estas condiciones, por lo que se deduce que el efecto
del compuesto sobre el cultivo lo estaria forzando el sulfato de bario mas que el bario soluble;
aun queda por conocer que mecanismo es el causante de dicho efecto. Se presume el efecto
fisico que podria estar ocasionado las particulas en suspension durante el proceso de
aireacion continua del sistema que hayan podido influir en el acceso a la luz, disminuyendo
la capacidad de absorbancia por las células o que impidan la captacion de nutrientes

compitiendo con el sulfato de bario suspendido.
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Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 20,4 - 21,2 °C; pH:
6,7 - 7,9).
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Figura 4: Crecimiento celular (cel./mL) promedio de la microalga epicontinental
Chlorella sp. expuesta a distintos tratamientos de sulfato de bario y sus formas
solubles a las 24, 48, 72 y 96 horas.
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Figura 5: Concentracion de inhibicion media de crecimiento celular (Clso) para la
microalga epicontinental Chlorella sp. a las 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion a

sulfato de bario.
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4.1.2. Microalga marina Isochrysis sp.

En la Figura 6 se aprecia que para la prueba con Isochrysis sp., en todos los tratamientos,
hay un crecimiento celular hasta el tercer dia, mientras que al cuarto dia decayé el
crecimiento. Durante el desarrollo de esta prueba, a diferencia de la prueba con la anterior
especie de microalga epicontinental, el crecimiento celular se mantuvo desde las 24 horas
hasta un decaimiento al cuarto dia. En este caso, se puede constatar que el cultivo celular se
hall6 en una fase de crecimiento. En otros estudios (Alayo 2004) también detectaron en
pruebas ecotoxicologicas con microalgas marinas, incluyendo esta especie, esta disminucion

en el crecimiento celular a las 120 horas.

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 18,70 - 18,95 °C;
pH: 8,70 - 8,75).
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Figura 6: Crecimiento celular (cel./mL) promedio de la prueba subletal de inhibicién
de crecimiento con la microalga marina Isochrysis sp. expuesta a distintos

tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles a las 24, 48, 72 y 96 horas.

También, en esta prueba, se sometieron los resultados de los tratamientos con microalga a

un analisis de inhibicién de crecimiento y en la Figura 7 se muestra como al tercer dia la
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concentracion de inhibicion media del crecimiento celular para Isochrysis sp. present6 una
disminucion desde valores entre 1,0647 y 1,1288 g/L a valores de 0,5 g/L. Finalmente, se
muestra una recuperacion a las 96 horas donde se establece un valor de efecto en el
crecimiento de 0,8429 g/L.

Igualmente, en este caso, los efectos se dan por efecto del sulfato de bario y se dedujo que
el efecto del compuesto sobre el cultivo lo estaria forzando el sulfato de bario méas que el
bario soluble; aun queda por conocer que mecanismo es el causante de dicho efecto. Se
presume en este caso también que el efecto fisico que podria estar ocasionado las particulas
en suspension durante el proceso de aireacion continua del sistema podrian estar influyendo
en el acceso a la luz disminuyendo la capacidad de absorbancia por las células o que impidan

la captacidn de nutrientes compitiendo con el sulfato de bario suspendido.

Sin embargo, este valor refleja que el sulfato de bario y sus formas solubles no afectan a esta
especie de microalga bajo las condiciones de la prueba, considerandola segin la normativa
nacional (RD-127-97/DCG), para contaminantes en mar, COMo una sustancia “practicamente

atoxica” (Cuadro 16).

Cuadro 16: Valores de CLso (96 horas) que pueden causar dafio a los recursos vivos

en ambientes marinos.

indices CLso en 96 horas
Sumamente toxica Menos de 1 mg/L
Moderadamente toxica 1-10mg/L
Ligeramente toxica 10 - 100 mg/L
Practicamente atoxica 100 - 1 000 mg/L
No peligrosa Superior a 1 000 mg/L

FUENTE: Elaborado a partir de RD-127-97/DCG.
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Figura 7: Concentracion de inhibicion media de crecimiento (Clso) para la microalga

marina Isochrysis sp. a las 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion a sulfato de bario.

La microalga epicontinental Chlorella sp fue mas susceptible al crecimiento celular que la
microalga marina Isochrysys sp. expuestas a sulfato de bario y sus formas solubles por 96
horas con valores de Clso de 0,1027 g/L y 0,8429 g/L, respectivamente.

4.2. PRUEBAS SUBLETALES DE INHIBICION DE GERMINACION Y
CRECIMIENTO EN PLANTAS TERRESTRES

4.2.1. Planta dicotiledénea Medicago sativa

Se empled una dicotiledonea leguminosa de amplio uso en la agricultura, como lo es la
alfalfa; y en la Figura 8 se muestran los efectos de inhibicion del sulfato de bario y sus formas
solubles sobre la prueba de germinacion en M. sativa a partir de tratamientos mayores a
0,0002 g/L que se hallan por debajo del 60 % de germinacion.
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Figura 8: Proporcién promedio de germinacidn en la planta dicotiledonea Medicago
sativa expuesta a distintos tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles.
(Blanco; C1: 0,0002 g/L; C2: 0,002 g/L; C3: 0,02 g/L; C4: 0,2 g/L y C5: 2 g/L). *Sig.
p<0,05

Ademas, para conocer también el efecto de inhibicion de la sulfato de bario y sus formas
solubles sobre el crecimiento foliar de M. sativa, en la Figura 9, se muestran también dichos
efectos a partir de tratamientos mayores a 0,0002 g/L.

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 23,4 - 24,6 °C; pH: 7,3 - 7,8; conductividad:
entre140 — 200 pS/cm, sélidos disueltos totales: 220 — 320 mg/L).

Para estimar el valor de los efectos en germinacion y crecimiento foliar, en el Cuadro 17 se
muestran los valores calculados para la prueba con M. sativa con el modelo Probit para
germinacion y el modelo de inhibicion de crecimiento (ICp), en el cual muestran estimados
de 420,39 g/L de CEsp para la prueba de germinacion; mientras que valores de 0,67 g/L para
inhibicion de crecimiento. Ambos valores estimados sobrepasan los niveles de solubilidad
del sulfato de bario, impidiendo que el compuesto de bario se solubilice, por lo que se
esperan efectos de movilizacion del bario a partir del sulfato de bario desde las raices de los
suelos o su efecto directo sobre las semillas. Llugany et al. (2000) muestran la interferencia
del bario en el transporte de potasio y calcio en raices de legumbres, afectando por
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consecuencia su crecimiento a partir del deterioro (amarillamiento) en hojas principalmente.
También, en leguminosas de la especie Phaseolus vulgaris se demostré que el bario es
facilmente absorbido a partir del sulfato de bario por estas plantas y llega a interferir en la
movilizacién de calcio (Ca) de la raiz a las hojas (Menzie et al 2008). Coscione y Berton
(2009), sin embargo, muestran estudios donde no se perciben efectos en raices de distintas
plantas dicotiledéneas, sin embargo, se muestran niveles de bioacumulacién de bario en

dichas plantas luego de ser sometidas a sulfato de bario.

3,00
E
=250
3
S
S 2,00
=
@
E 150
o
]
2 1,00
e
3
£ 0,50
o
o

0,00

Blanco c1* c2* C3* ca* C5*

Tratamientos

Figura 9: Crecimiento (cm) promedio foliar de la planta dicotiledénea Medicago
sativa expuesta a distintos tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles.
(Blanco; C1: 0,0002 g/L; C2: 0,002 g/L; C3: 0,02 g/L; C4: 0,2 g/L y C5: 2 g/L). *Sig.
p<0,05

Cuadro 17: Concentracion efectiva media (CEso) de germinacion a las 24 horas y
Concentracion de inhibicién media de crecimiento (Clso) a los 10 dias de la planta
dicotiledonea Medicago sativa expuesta a sulfato de bario y sus formas solubles.

CEso (g/L) 420,39
Lim. inf. (g/L) NC
Lim. sup. (g/L) NC

Clso (g/L) 0,67
Lim. inf. (g/L) 0,18
Lim. sup. (g/L) 1,65
NC: No calculable.

Inhibicion de
Germinacion (24 h)

Inhibicion de
Crecimiento (10 d)
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4.2.2. Planta monocotileddnea Zea mays

En la Figura 10 se aprecian los efectos sobre la prueba de germinacion en Z. mays del sulfato
de bario y sus formas solubles a partir de tratamientos mayores a 0,2 g/L, donde se

registraron sélo valores promedio de germinacion del 5 %.
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Figura 10: Proporcion de promedio de germinacion de la planta monocotiledonea Zea
mays expuesta a distintos tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles.
(Blanco; C1: 0,0002 g/L; C2: 0,002 g/L; C3: 0,02 g/L; C4: 0,2 g/L y C5: 2 g/L). *Sig.
p<0,05

También, se muestran en la Figura 11, los efectos del sulfato de bario y sus formas solubles
sobre el crecimiento de Z. mays a partir de tratamientos mayores a 0,0002 g/L, donde no se

superaron los 4,25 cm de longitud foliar.

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que
la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 23,1 - 23,8 °C; pH: 6,6 - 6,85; conductividad:
entre160 — 195 uS/cm, sélidos disueltos totales: 200 — 280 mg/L).

En el Cuadro 18 se muestran los resultados del analisis para la prueba con Z. mays por el
modelo Probit para germinacion y el modelo de inhibicion de crecimiento foliar (ICp), en el
cuél se muestran valores de 0,044 g/L de CEso para la prueba de germinacion; mientras que

valores de 0,0011 g/L para inhibicién de crecimiento foliar. También, Miller et al (1980)
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observaron efectos negativos en el crecimiento en maiz dulce (Zea mays var. saccharata)

expuesto a sulfato de bario por 56 dias (0,795 g/L).

Notese que, los valores de inhibicion tanto de germinacion (0,044 g/L) y crecimiento foliar
(0,0011 g/L) para esta especie, se hallan en forma de sulfato de bario y ion bario,
respectivamente, atendiendo a la solubilidad de su compuesto. Aunque para el primer caso
podria no ser valido la comparacion ya que el sistema de prueba para germinacion no incluyo
la matriz suelo, se consideran las condiciones naturales donde las semillas estarian expuestas
en tierra. Teniendo esto en consideracion y para poder comparar estos valores con los
establecidos estandares nacionales para bario total en suelo (DS 002-2013-MINAM), los
valores serian 440 mg/kg y 1,1 mg/kg, respectivamente. Se nota que s6lo para el caso de
germinacion el valor de 440 mg/kg de bario total estaria muy cerca al valor maximo
establecido para suelos residenciales y parques. Aqui también se asume que todas las formas
de bario en el sistema de experimentacion representan los tratamientos que contienen bario

en su composicion.
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Figura 11: Crecimiento foliar (cm) promedio de la planta monocotiledonea Zea mays
expuesta a diferentes tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles. (Blanco;
C1:0,0002 g/L; C2: 0,002 g/L; C3: 0,02 g/L; C4: 0,2 g/L y C5: 2 g/L). *Sig. p<0,05
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Cuadro 18: Concentracion efectiva media (CEso) de germinacion a las 24 horas y
Concentracion de inhibicion media de crecimiento (Clso) a los 10 dias de la planta
monocotileddnea Zea mays expuesta a sulfato de bario y sus formas solubles.

CEso (g/L) 0,044
Lim. inf. (g/L) | 0,002
Lim. sup (g/L) | 1,076

Clso (g/L) 0,0011
Lim. inf. (g/L) | 0,0002
Lim. sup (g/L) | 0,0019

Inhibicién de
Germinacion (24 h)

Inhibicion de
Crecimiento (10 d)

Para las pruebas efectuadas sobre plantas terrestres, Zea mays fue mas susceptible al sulfato
de bario y sus formas solubles que Medicago sativa tanto en las fases de germinacion (4 d),
con valores de CEso de 0,044 g/L y 420,39 g/L, respectivamente; y sobre su crecimiento (10
d), con valores de Clso de 0,0011 g/L y 0,67, respectivamente.

En gramineas de la especie Panicum maximum se han registrado valores toxicos alrededor
de 0,170 g/L, mostrandose sintomas iniciales de clorosis seguido de una necrosis foliar en
forma de puntos (Monteiro et al 2011). Finalmente, asi como en los casos presentados, se
deben considerar como referencia los valores mostrados en este estudio, pues afectan el

crecimiento de estas especies de plantas frente al sulfato de bario.

4.3. PRUEBAS DE TOXICIDAD EN CRUSTACEOS

4.3.1. Claddcero epicontinental Daphnia sp.

Uno de los taxa (Cladocera) mas empleados en pruebas ecotoxicoldgicas, que a futuro

servira para comparar distintos trabajos realizados con este modelo biologico.

En la Figura 12 se muestran el porcentaje promedio de supervivencia de Daphnia sp. a las
24y 48 horas expuesta a sulfato de bario y sus formas solubles. Se observa, en general, como
todos los tratamientos disminuyen su supervivencia hasta alcanzar valores cercanos al 50 %

en el tratamiento con niveles de (2 g/L).
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Figura 12: Porcentaje promedio de supervivencia de la prueba de toxicidad con el
claddcero epicontinental Daphnia sp. expuesto a distintos tratamientos de sulfato de
bario y sus formas solubles a las 24 y 48 horas.

Los parametros fisicoguimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que
la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 19,7 - 20,1 °C; pH: 7,60 - 7,75).

En la Figura 13 se muestran los resultados del analisis para la prueba con Daphnia sp. por el
modelo Probit para mortandad, en el cual se estima valores de 26 607 g/L como CLs a las
24 horas y de 1,28 g/L a las 48 horas. Notese que, ambos valores son valores hipotéticos
(estimaciones estadisticas) obtenidos a partir de un programa estadistico y que no
representan una posibilidad real de estado en el que pueda hallarse el sulfato de bario en un
medio natural. Tratamientos menores a 2 g/L de sulfato de bario no afectaron la

supervivencia de Daphnia sp. expuesta por 48 horas.

Diversos estudios con dafnidos han mostrado resultados del elemento bario a partir de
soluciones de cloruro de bario (Biesinger y Christensen 1972, Anderson 1968, Khangarot y
Ray 1989, Le Blanc 1980), sin embargo, el objetivo de este estudio pretende encontrar los
efectos de su forma como sulfato de bario, el cual es de mayor uso en la industria y en mayor
grado a nivel de actividades hidrocarburiferas. Le Blanc (1980) registré valores de NOEC
(68 mg/L) de bario a las 48 h en Daphnia magna. Mientras que Biesinger y Christensen
(1972) reportaron a las 48-h y a los 21 d, valores de CLso de 14,5 y 13,5 mg/L para el
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elemento bario, respectivamente. Khangarot y Ray (1989) reportaron a las 24 y 48-h, valores
de CEsp de 52,8 y 32,0 mg/L, respectivamente, para dafnidos expuestos a sulfato de bario.
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Figura 13. Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto a las 24 y
48 horas durante la prueba de toxicidad con el claddcero epicontinental Daphnia sp.

4.3.2. Decdpodo marino Emerita analoga

En la Figura 14 se muestran los porcentajes promedio de las supervivencias a las 24, 48 y 96
horas de la prueba con E. analoga expuesta a sulfato de bario y sus formas solubles. Se
observa, como casi todos los tratamientos disminuyen la supervivencia de E. analoga hasta
alcanzar valores cercanos al 50 % en el tratamiento mas alto (2 g/L), con excepcion del

blanco.
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Figura 14: Porcentaje promedio de supervivencia durante la prueba de toxicidad con

el decdpodo marino Emerita analoga expuesto a distintos tratamientos de sulfato de

Los parametros fisicoguimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que
la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 17,4 - 18,2 °C; pH: 8,20 - 8,24; OD: 5,7 —

6,3 mg/L).

En la Figura 15 se muestran los resultados del analisis para la prueba con E. analoga por el
modelo Probit para mortandad, en el cual estiman valores de CLso de 36,867 g/L a las 24
horas, 15,72 g/L a las 48 horas y de 1,049 g/L a las 96 horas. Notese que los valores
estimados, son hipotéticos obtenido a partir de un programa estadistico y que no representa
una posibilidad real de estado. Este valor refleja que el sulfato de bario y sus formas solubles
no afectan a esta especie, bajo las condiciones de la prueba, considerandola segun la

normativa nacional (RD-127-97/DCG) para contaminantes en mar una sustancia “no

peligrosa”.
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Figura 15. Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto a las 24, 48

y 96 horas durante la prueba de toxicidad con el decapodo marino Emerita analoga.

A fin de conocer como cambiaba la curva de mortandad hasta los 34 dias, se extendio el
periodo de prueba. Para esta prueba extendida, se realizaron recambios diarios de medio y

alimentacion que incluian microalgas del género Nannochloropsis sp. a razon de 10° cel/mL.

En la Figura 16 se muestran el porcentaje promedio de supervivencia a los 7, 14, 20, 30y 34
dias de la prueba con E. analoga expuesta a sulfato de bario y sus formas solubles. Se
observa, como casi todos los tratamientos disminuyen la supervivencia de E. analoga hasta

alcanzar valores cercanos al 40 % para el tratamiento mas alto (2 g/L).

En la Figura 17 se muestran los resultados del andlisis para la prueba con E. analoga por el
modelo Probit para mortandad, en el cuél estiman valores de CLsg de 2,05 g/L a los 7 dias,
3,8 g/L alos 14 dias, 1,7 g/L a los 20 dias, 1,04 g/L a los 30 dias y de 0,75 g/L a los 34 dias.
Estos valores reflejan que el sulfato de bario y sus formas solubles no afectan a esta especie,
bajo las condiciones de la prueba, considerandola seglin la normativa nacional (RD-127-
97/DCG) para contaminantes en mar una sustancia “no peligrosa”, excepto al ultimo valor

que lo sitia en condicion de sustancia “practicamente atoxica”.
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Figura 16: Porcentaje promedio de supervivencia durante la prueba de toxicidad con
el decdpodo marino Emerita analoga expuesto a distintos tratamientos de sulfato de
bario y sus formas solubles a los 7, 14, 20, 30 y 34 dias.
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Figura 17. Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto a 1, 2, 4, 7,
14, 20, 30 y 34 dias durante la prueba de toxicidad con el decapodo marino Emerita

analoga.
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4.3.3.  Anfipodo marino Apohyale sp.

En la Figura 18 se muestra el porcentaje promedio de supervivencia a los 10 dias de la prueba
con Apohyale sp. expuesto a sulfato de bario y sus formas solubles. Se observa, como a

valores mayores los 2 g/L se distingue una diferencia significativa con los demas
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Figura 18: Porcentaje promedio de supervivencia durante la prueba de toxicidad con
el anfipodo marino Apohyale sp. expuesto a distintos tratamientos de sulfato de bario
y sus formas solubles. (Blanco; C1: 0,0002 g/L; C2: 0,002 g/L; C3: 0,02 g/L; C4: 0,2
g/Ly C5: 2 g/L). *Sig. p<0,05

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que
la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 18,6 - 19,6 °C; pH: 7,79 - 7,82; OD: 4,0 —
5,0 mg/L).

En el Cuadro 19 se muestran el resultados del andlisis para la prueba con Apohyale sp. por
el modelo Probit para mortandad, en el cual estiman el valor hipotético de CLso de 18,753
g/L a los 10 dias. Este valor refleja que el sulfato de bario y sus formas solubles no afectan
a esta especie, bajo las condiciones de la prueba, considerandola segun la normativa nacional

(RD-127-97/DCG) para contaminantes en mar una sustancia “no peligrosa”.
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Pruebas con bario sobre dos especies de anfipodos (Gammarus pulex y Echinogammarus
berilloni), Vincent et al. (1986) reportaron a las 24, 48, 72y 96 h, valores CLso de 3 980,
395, 255 y 238 mg/L y 336, 258, 162 y 122 mg/L, respectivamente, en agua eucalcica;
valores CLso en agua oligocalcica fueron 1 260, 533, 337 y 227 mg/L y 308, 197, 151y 129
mg/L, respectivamente.

Cuadro 19: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto por 10
dias sobre el anfipodo marino Apohyale sp.

10d
CLso (g/L) 18,753

Lim.inf. (g/L) | 2,432

Lim. sup. (g/L) | 1E+20

Para las pruebas efectuadas sobre crustaceos marinos, Emerita analoga (96 h) fue mas
susceptible al sulfato de bario y sus formas solubles que el Apohyale sp. (10 d), con valores
de CLso de 1,284 g/L y 18,753 g/L, respectivamente.

4.4, PRUEBA DE TOXICIDAD EN UN INSECTO ACUATICO

4.4.1. Diptero acuatico epicontinental Chironomus calligraphus

En la Figura 19 se muestra el porcentaje promedio de supervivencia a los 4 y 10 dias de la
prueba con C. calligraphus expuesto a sulfato de bario y sus formas solubles. Se observa,
como casi todos los tratamientos disminuyen la supervivencia de C. calligraphus hasta
alcanzar valores cercanos al 50 % para el tratamiento mas alto (2 g/L), excepto el blanco y

el primer tratamiento (0,0002 g/L).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que
la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 23,8 - 24,6 °C; pH: 7,4 - 7,7; Conductividad:
110 — 190 uS/cm; sélidos disueltos totales: 230 — 270 mg/L).
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Figura 19: Porcentaje promedio de supervivencia durante la prueba de toxicidad del

diptero acuético epicontinental Chironomus calligraphus expuesto a distintos

tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles a los 4 y 10 dias.

En la Figura 20 se muestra el resultado del analisis para la prueba con C. calligraphus por el

modelo Probit para mortandad, en el cual se estiman valores hipotéticos de CLso de 72,8 g/L

alos 4 diasy 7,5 g/L a los 10 dias. El sulfato de bario, bajo las condiciones de la prueba, no

genera efectos letales de toxicidad sobre C. calligraphus a los 10 dias para tratamientos

menores a 2 g/L.

72,82

7,502

10
Dias

Figura 20: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto a los 4y 10

dias durante la prueba de toxicidad con el diptero acuatico epicontinental

Chironomus calligraphus.

67



4.5. PRUEBA SUBLETAL DE INHIBICION DE FECUNDACION EN UN
EQUINODERMO

45.1. Equinodermo marino Tetrapygus niger

En la Figura 21 se muestra el porcentaje promedio de inhibicion de fecundacion de la prueba
con T. niger expuesto a sulfato de bario y sus formas solubles. Se observa, que no se
distingue una diferencia significativa entre los tratamientos, lo que indica que los
tratamientos empleados para este estudio que incluyen fases solubles y no solubles de bario
a partir de sulfato de bario y que bajo las condiciones de la prueba, no afectan el proceso de
fecundacién de gametos en esta especie, a pesar de lo establecido por Gillot et al. (1990),
sobre la importancia de los niveles de calcio en los procesos de fecundacion de huevos de

erizos de mar.

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que

la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 18 - 20 °C; pH: 7 - 8).
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Figura 21: Porcentaje promedio de fecundacion durante la prueba subletal de
inhibicion de fecundidad con el equinodermo marino Tetrapygus niger expuesto a
distintos tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles. (Blanco; C1: 0,0002

g/L; C2: 0,002 g/L; C3: 0,02 g/L; C4:0,2g/L y C5: 2g/L). *Sig. p<0,05
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En el Cuadro 18 se muestran los resultados del andlisis para la prueba con T. niger por el
modelo Probit para inhibicion de fecundacion, en el cudl se estima el valor hipotético de
CEso de 6 171,788 g/L. Este valor refleja que el sulfato de bario, bajo las condiciones de la
prueba, no afecta a esta especie en esta etapa de desarrollo, considerandola segun la
normativa nacional (RD-127-97/DCG) para contaminantes en mar una sustancia “no
peligrosa”. Sin embargo, hay que considerar lo expuesto por Carballeira et al. (2010),
quienes mencionan que algunos contaminantes no afectan la formacién de la membrana de
fecundidad o la denominada zona pellcida en erizos pero se registran efectos negativos en
el desarrollo larval y puede producir malformaciones especificas. Por otro lado, Levitan et
al. (1991) mostraron como el éxito de fecundacidn en otra especie de erizo (Strongylocentrus
franciscanus) viene dado por la influencia relativa de la concentracion de esperma, tiempo
de contacto entre esperma y huevo y la edad del esperma. En el presente estudio no se

apreciaron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos respecto al blanco.

Cuadro 20: Concentracion efectiva media (CEso) del sulfato de bario sobre el

equinodermo marino Tetrapygus niger.

CEso (g/L) 6171,788
Lim.inf. (g/L) | 197,118
Lim. sup. (g/L) | 9 153 565

4.6. PRUEBAS DE TOXICIDAD EN PECES

4.6.1. Pez marino Odontesthes regia regia

En este sentido, se realizaron pruebas con una especie de interés econdmico muy explotado
en las costas marinas peruanas, el “pejerrey marino”. Se realizaron pruebas en los niveles
primarios (alevines) de crecimiento de esta especie, por lo que se colectaron ovas y se
lograron obtener larvas de peces sin saco vitelinico, proceso que se da al cuarto dia de

eclosionado.

En la Figura 22 se muestran el porcentaje promedio de supervivencia a las 24, 48, 72 'y 96

horas de la prueba con O. regia regia expuesto a sulfato de bario y sus formas solubles. Se
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observa, como casi todos los tratamientos disminuyen la supervivencia de O. regia regia

hasta alcanzar valores cercanos al 94 % en el tratamiento mas alto (2 g/L).

Los parametros fisicoguimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que
la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 19,6 - 20 °C; pH: 8,12 - 8,17; OD: 7 - 7,12
mg/L; salinidad: 35 g/L).
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Figura 22: Porcentaje promedio de supervivencia durante la prueba de toxicidad con
el pez marino Odontesthes regia regia expuesto a distintos tratamientos de sulfato de
bario y sus formas solubles a las 24, 48, 72 y 96 horas.

En la Figura 23 se muestran los resultados del analisis para la prueba con O. regia regia por
el modelo Probit para mortandad, en el cuél estima los valores de CLso de 7,14 x10° g/L a
las 24 horas, 2,3 x 10* g/L a las. 48 horas, 3,14 x10% g/L a las 72 horas y 1,0 x 108 g/L a las
96 horas. Estos valores reflejan que el sulfato de bario no podria afectar a esta especie, bajo
las condiciones de la prueba, ni tampoco considerando la solubilidad del compuesto, valor
gue impediria encontrar al bario en forma soluble, quedando confinado al fondo de un cuerpo
de agua de mar. Sin embargo, se desconoce como afectaria el flujo de liberacion de bario
biogénico con participacion de bacterias en los fondos marinos y sus efectos en las
comunidades bentdnicas que incluso podrian acarrearlo a otros niveles troficos, siguiendo el

proceso de biomagnificacion.
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Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que
la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 19,2 - 19,4 °C; pH: 8,04 - 8,16; OD: 6,6, —
6,95 mg/L; salinidad: 35 — 36 g/L).
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Figura 23: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto a las 24, 48,
72y 96 horas durante la prueba de toxicidad con el pez marino Odontesthes regia

regia.

En la Figura 24 se muestra el porcentaje promedio de supervivencia desde los 5 a los 21 dias
de la prueba con O. regia regia expuesta a sulfato de bario. Se observa, como casi todos los
tratamientos disminuyen la supervivencia de O. regia regia hasta alcanzar valores por

encima del 80 % de mortalidad.
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Figura 24: Porcentaje promedio de supervivencia durante la prueba de toxicidad con
el pez marino Odontesthes regia regia expuesto a distintos tratamientos de sulfato de

bario y sus formas solubles desde los 5 a los 21 dias.
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En la Figura 25 se observa como al octavo dia el valor estimado de la concentracién letal
media calculada muestra una variacion para los datos de la prueba con O. regia regia
generado por el valor extremadamente alto (hipotético) de 529 092 640 g/L. Cabe notar que
debido a la escala inadecuada no se puede apreciar cambios en los demas valores. Para evitar
esta falsa percepcidn en las Figuras 26 y 27 se ha partido la secuencia de efectos durante el
periodo de estudio para su mejor interpretacion.
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Figura 25: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto desde los 5
a los 21 dias durante la prueba de toxicidad con el pez marino Odontesthes regia regia.
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Figura 26: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto desde los
10 a los 13 dias durante la prueba de toxicidad con el pez marino Odontesthes regia

regia.

72



5000000 4610801
4500000
4000000
3500000
~T 3000000
>
~Z 2500000

3006427,25

O 2000000
1500000 2058502,625
1000000
89581,445
500000
0 S S o °
14 15 16 17 18 19 20 21

Dias

Figura 27: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto desde los

14 a los 21 dias sobre el pez marino Odontesthes regia regia.

Sin embargo, en todos los casos, los valores siguieron siendo muy altos. Valores que resultan
de una estimacion estadistica pero que en la naturaleza son improbables que se susciten

naturalmente, como se menciond lineas arriba.

Los valores obtenidos de la presente prueba reflejan que el sulfato de bario no afecta al
menos a esta especie, bajo las condiciones de la prueba, considerandola segin la normativa

nacional (RD-127-97/DCG) para contaminantes en mar una sustancia “no peligrosa”.

4.6.2. Pez epicontinental Poecilia reticulata

En la Figura 28 se muestra el porcentaje promedio de supervivencia a las 24, 48, 72 y 96
horas de la prueba con P. reticulata expuesta a sulfato de bario y sus formas solubles. Se
observa, como en casi todos los tratamientos disminuye la supervivencia de P. reticulata
hasta alcanzar valores cercanos tan sélo al 40 % para el tratamiento mas alto (2 g/L) excepto

el blanco y los primeros tres tratamientos (0,0002 — 0,02 g/L).
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Figura 28: Porcentaje promedio de supervivencia durante la prueba de toxicidad con
el pez epicontinental Poecilia reticulata expuesta a distintos tratamientos de sulfato de

bario y sus formas solubles a las 24, 48, 72 y 96 horas.

En la Figura 29 se muestran los resultados del analisis para la prueba con P. reticulata por
el modelo Probit para mortandad, en el cual estiman valores de CLso de 3 g/L a las 72 horas
y 0,887 g/L a las 96 horas.

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que
la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 21,05 - 21,3 °C; pH: 7,8 - 8,05;
Conductividad: 150 — 170 pS/cm; sélidos disueltos totales: 205 — 235 mg/L).
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Figura 29: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto a las 72 y

96 horas durante la prueba de toxicidad con el pez epicontinental Poecilia reticulata.
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Se extendi6 la duracion de esta prueba hasta los 28 dias para conocer la curva de mortandad
de esta especie frente al sulfato de bario.

En la Figura 30 se muestra el porcentaje promedio de supervivencia desde los 5 a los 28 dias
de la prueba con P. reticulata expuesta a sulfato de bario y sus formas solubles. Se observa,
como en casi todos los tratamientos disminuye la supervivencia de P. reticulata hasta

alcanzar valores cercanos al 20 % para el tratamiento mas alto (2 g/L), excepto el blanco.
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Figura 30: Porcentaje promedio de supervivencia de la prueba de toxicidad con el pez
epicontinental Poecilia reticulata expuesta a distintos tratamientos de sulfato de bario

y sus formas solubles desde los 5 a los 28 dias.

Ademas, en la prueba con P. reticulata se aprecia en la Figura 31, que no hay efectos del
sulfato de bario y sus formas solubles, bajo las condiciones de la prueba, sobre el crecimiento

para los tratamientos ensayados.

Los parametros fisicoguimicos fueron monitoreados durante de las pruebas y mostraron que
la calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 20,6 - 21,1 °C; pH: 7,55 - 7,75;
Conductividad: 175 — 195 pS/cm; solidos disueltos totales: 255 — 285 mg/L).
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Figura 31: Crecimiento (cm) promedio durante la prueba de toxicidad con el pez
epicontinental Poecilia reticulata de los 5 a los 28 dias expuesto a diferentes
tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles. (Blanco; C1: 0,0002 g/L; C2:
0,002 g/L; C3: 0,02 g/L; C4: 0,2 g/L y C5: 2 g/L). *Sig. p<0,05.

En la Figura 32 se muestra como al 1lavo. dia la concentracion letal media sufre una
disminucion para P. reticulata desde valores cercanos a 1 g/L, donde se mantiene hasta el
2lavo. dia; luego se mantiene a valores cercanos a 0,6 g/L hasta el 25avo. dia, donde
finalmente, se reduce a valores menores a 0,6 g/L hasta el 28avo. dia ensayado se estiman
valores de 0,018 g/L donde se encuentra también sélo al sulfato de bario, debido a su baja
solubilidad muy por debajo de este valor (0,002448 g/L). El nivel de toxicidad que a pesar
de ello sigue incrementandose en el tiempo. Se presume que el efecto crénico de las
particulas en suspension podrian estar influyendo la reduccion de areas de intercambio
gaseoso en las agallas del pez, o ingresando via digestiva permitiendo la solubilizacion del
bario en el organismo, por los niveles de pH bajo que estaria permitiendo la toxicidad del

bario en su fisiologia, mecanismos que no han evaluados en este estudio.
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Figura 32: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario y sus formas solubles
expuesto desde los 5 a los 28 dias durante la prueba de toxicidad con el pez

epicontinental Poecilia reticulata.
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4.6.3. Pez epicontinental Paracheirodon innesi

En la Figura 33 se muestran el porcentaje promedio de supervivencia a las 24, 48 y 96 horas
de la prueba con P. innesi expuesto a sulfato de bario y sus formas solubles. Se observa,
como tan solo en el tratamiento mas alto (2 g/L) se alcanzaron valores de 80 % de mortandad.
El penultimo tratamiento (0,2 g/L) alcanz6 valores aceptables cercanos al 90 % de

supervivencia (10 % de mortandad).
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Figura 33: Porcentaje promedio de supervivencia durante la prueba de toxicidad con
el pez epicontinental Paracheirodon innesi a las 24, 48 y 96 horas expuesto a distintos
tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles.

En la Figura 34 se muestran los resultados del analisis para la prueba con P. innesi expuesto
a sulfato de bario por el modelo Probit para mortandad, en el cual muestra valores de CLso
de 0,917 g/L desde las 24 horas a las 96 horas.

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 19,2 - 19,4 °C; pH: 8,1 - 8,2; Conductividad:
132 — 138 uS/cm; sélidos disueltos totales: 214 — 219 mg/L).
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Figura 34: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto a las 24, 48
y 96 horas durante la prueba de toxicidad con el pez epicontinental Paracheirodon

innesi.

Se realizaron también evaluaciones extendidas hasta los 14 dias con sulfato de bario y sus
formas solubles. En la Figura 35 se muestra el porcentaje promedio de supervivencia a los
6, 10, 12 y 14 dias de la prueba con P. innesi expuesto a sulfato de bario. Se observa, como
los cuatro primeros tratamientos disminuyen 0 mantiene la supervivencia de P. innesi hasta
alcanzar valores cercanos al 60 % en el tratamiento mas alto (0,2 g/L), excepto el blanco y
el primer tratamiento que mantiene valores de supervivencia al 100 %. A diferencia del
ultimo tratamiento (2 g/L) que reduce a 10 % el porcentaje de supervivencia al sexto dia y
que a partir del dia 10 al dia 16 con 100 % de mortandad, efecto atribuido probablemente al
efecto fisico de las particulas en suspension del sulfato de bario, quienes reducian el
intercambio gaseoso en agallas, como lo demuestran Strachan et al (2012) aunque en

bivalvos pero que emplean branquias también en su fisiologia de intercambio gaseoso
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Figura 35: Porcentaje promedio de supervivencia durante la prueba de toxicidad con
el pez epicontinental Paracheirodon innesi a los 6, 10, 12, 14, 15y 16 dias expuesto a

distintos tratamientos de sulfato de bario y sus formas solubles.
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En la Figura 36 se muestra como a partir del sexto dia la concentracion letal media sufre una
disminucion para P. innesi desde valores cercanos a 0,6 g/L a valores alrededor de 0,1 g/L,
al 14avo. dia. Valores que indican sélo la presencia del sulfato de bario y no de bario soluble
Pruebas ecotoxicologicas en otras especies de peces expuestas a bario realizadas por
Heitmuller et al. (1981) reportaron una NOEC en Cyprinodon variegatus (Chordata:
Cyprinodontidae) de 500 mg/L.

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la

calidad del agua fue adecuada (Temperatura: 18,0 — 19,5 °C; pH: 8,0 - 8,5; Conductividad:
120 — 150 pS/cm; sélidos disueltos totales: 210 — 235 mg/L).
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Figura 36: Concentracion letal media (CLso) del sulfato de bario expuesto a los 6, 10,
12 y 14 dias durante la prueba de toxicidad con el pez epicontinental Paracheirodon

innesi.

4.7. EVALUACION DE RIESGO ECOLOGICO

Con los resultados obtenidos en las distintas pruebas ecotoxicolégicas, y a fin de unificar los
criterios, a continuacion se resumen los valores mediante la aplicacion de las
recomendaciones de la USEPA con el empleo de factores de conversién y teniendo en cuenta
los estudios a la fecha registrados sobre el efecto del sulfato de bario y sus formas solubles
sobre los organismos y ecosistemas de potencial riesgo, muy asociados a la actividad

hidrocarburifera.

La concentracion que no causa efecto (NEC) se obtuvo con el valor de la menor toxicidad

aguda (CEso 0 CLso) de las pruebas ecotoxicologicas llevadas a cabo, por lo cual se
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selecciond el valor del tratamiento 1 de 0,0002 g/L, el cual estaria formada por una solucién
de iones sulfato y bario. Este dato se selecciond de los bioensayos a los 10 dias con Zea mays
(CEso = 0,0011 g/L). En este caso, el valor de la NEC se dividio por el factor de seguridad
10, obteniéndose un valor de 0,00002 g/L de bario, que a fin de emplear unidades de suelo,
seran el mismo valor de 0,00002 g de sulfato de bario por kilogramo de suelo (0,02 mg/kg),
ya que no hubo drenaje en el sistema y ademéas se emplearon unidades de prueba que
contenian 1 kg de suelo artificial. Finalmente, para determinar el RQ, se empleo el valor
méaximo (750 mg/kg) del estandar nacional de contenido de bario total de bario en suelo de
tipo agricola (DS 002-2013-MINAM), obteniéndose un valor de RQ de 37 500, lo que indica
que existe riesgo ecoldgico alto para el bario a partir del sulfato de bario.

Es decir, teniendo como premisa los posibles valores de la CEE y considerando las NOEC
para medios terrestres y acuaticos, se establece un nivel de alto riesgo ecoldgico para los

ecosistemas expuestos a bario a partir del uso de sulfato de bario.

Por otro lado, si se asume que los valores de la NOEC de todas las pruebas donde sélo se
halla el sulfato de bario en su forma insoluble, se tiene que el valor alcanzado por la Chlorella
sp. a las 96 h con una CEso de 0,1 g/L y una NOEC de 0,02 g/L. Teniendo en consideracion
el valor de la CEE al valor extremo de su propia solubilidad en un medio acuético a 25°C de
0,002448 g/L, se obtiene un valor de una NEC de 0,002 g/L, y por lo tanto, un RQ de sulfato
de bario de 1,224, lo que indicaria también riesgo ecolégico alto para el ecosistema frente al

sulfato de bario.

Esto demuestra que tanto para el bario a partir del sulfato de bario, como para el sulfato de
bario, propiamente dicho, existe un claro riesgo ecoldgico en los ecosistemas relacionados a

la eliminacion de este compuesto en los ecosistemas naturales.

El céalculo del RQ puede ser aplicado en investigaciones in situ, cambiando las
concentraciones ambientales de exposicion esperadas por valores reales en zonas de
explotacion y uso de sulfato de bario y de sus formas solubles en los distintos ecosistemas
acuaticos marinos y epicontinentales asi como terrestres, obteniendo valores de referencia

gue muestren el riesgo del uso del sulfato de bario en dichos ecosistemas. A continuacion se
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muestran los célculos por grupos principales de organismos ensayados, en el presente
estudio. En el Cuadro 21, se presentan los valores estimados de la NOEC y los valores de la

CLso, la CEso y/o la Clso registrados en las distintas pruebas agudas y subletales.

Cuadro 21: CEso/CLso/Clso, NOEC obtenidos de las pruebas ecotoxicolédgicas con
sulfato de bario y sus formas solubles

Taxa Medio Periodo CEso/CLso/Clso (g/L) NOEC (g/L)
Chlorella sp. Continental 96 h 0,1* 0,02
Isochrysis sp. Marino 9% h 0,8* 0,2

24 h 420,4* > 2
M. sativa Continental
10d 0,67* 0,2
) 24 h 0,044* 0,02
Z. mays Continental
10d 0,0011** 0,0002
) ) 24 h 26 606,59* > 2
Daphnia sp. Continental
48 h 1,284* 0,2
24 h 36,867* >2
48 h 15,72* >2
96 h 1,049* 0,2
7d 2,045* >2
E. analoga Marino
14d 3,774* >2
20d 1,739* 0,2
30d 1,035* 0,2
34d 0,752* 0,2
Apohyale sp. Marino 10d 18,753* >2
. ) 4d 72,82* > 2
C. calligraphus Continental
10d 7,502* >2
T. niger Marino <2h 6171,8* >2
24 h 1150,4* > 2
72h 139 695,7* > 2
96 h 520 749,688* > 2
O. regia regia Marino 5d 10 182 490* >2
8d 529 092 640* > 2
10d 143 074,547* >2
11d 3006 427,25* > 2
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Continuacion...

15d 2 058 502,625* >2
16d 4610 801* >2
17d 89 581,445* >2
72 h 3,127* >2
96 h 0,887* 0,2
P. reticulata Continental °¢ L1557 02
21d 0,817* 0,2
27d 0,288* 0,2
28 d 0,018* 0,002
24 h 0,917* 0,2
P. innesi Continental 6d 0,568* 0,2
10d 0,32* 0,2

* Sulfato de bario, forma insoluble, **lones bario y sulfato, formas solubles.
FUENTE: Elaboracion propia.

A pesar de la aparente estabilidad del sulfato de bario en el medio ambiente, especialmente
relacionado a las actividades hidrocarburiferas, y segun lo refrendado por la USEPA y sus
resultados (atdxico) sobre su aparente inocuidad, debe considerarse el transporte o dindmica

a la que pudiera estar afecto el sulfato de bario.

El comportamiento de este compuesto en condiciones andxicas comunes en los fondos
oceanicos (Zona del Minimo Oxigeno - ZMO), especialmente del mar peruano, donde se
estaria permitiendo su solubilidad en bario y sulfatos por accién principalmente bacteriana,
podrian estar afectando a organismos bentonicos que acumularian cantidades importantes de

bario a partir de sulfato de bario.

Asi mismo, en ambientes continentales, donde las plantas terrestres y otros invertebrados
pueden adquirir el bario a partir de sulfato de bario ocasionando dafio a nivel celular e

inclusive llegar por biomagnificacion a otros niveles troficos superiores.

Rocha et al. (2011) mencionan que la toxicidad de las sustancias en los organismos acuaticos
podria estar relacionados a las propiedades del suelo (pH, materia organica y Oxido-
reduccion) y la reactividad de los elementos toxicos potenciales en suelos.
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Los resultados de este estudio y su metodologia pueden ser ajustados con valores de
concentraciones de exposicion reales tanto de sulfato de bario como de sus formas solubles

y que pueden medirse en campo, en caso de ser aplicado a un area especifica.

El Per(, posee una tendencia al desarrollo y explotacion de la industria hidrocarburifera
como lo demuestra la distribucion de areas (lotes) de explotacion en la Amazonia, asi como
en las zonas marino costeras nortefias, ambas con importantes niveles de biodiversidad a
nivel mundial, por lo que se recomienda la implementacion de medidas protectivas y
normativa mas especifica para el control y vigilancia de estos ecosistemas frente al empleo

del sulfato de bario y sus efectos, a fin de proteger sus recursos naturales.

Es pertinente revisar, el Reglamento para la Proteccion Ambiental en las Actividades de
Hidrocarburos (DS. 015-2006-EM) que en su articulo 73, permite que los lodos con base
acuosa Y las particulas contenidas en ellos, las que incluyen al sulfato de bario, puedan ser
descargados sin tratamiento por debajo de los 10 m de la superficie del mar o lago. Se
desconoce como esas acumulaciones de sulfato de bario o sus formas solubles puedan estar

afectando las comunidades bentonicas

Este estudio recaba informacién importante sobre los efectos que pueda estar causando el
sulfato de bario y sus formas solubles en los organismos que circundan los ecosistemas
donde se realizan actividades hidrocarburiferas. Los resultados de este estudio ofrecen
informacidn importante para implementar la normativa nacional, regional e internacional en
el sector hidrocarburos sobre las actividades de exploracion y explotacion; asi como,
esclarecer los posibles efectos que este compuesto pudiera estar ocasionando a los
organismos relacionados a los ecosistemas marinos y epicontinentales en donde se vienen

desarrollando estas actividades hidrocarburiferas.

A través del presente estudio se plantea el empleo de una herramienta ecologica que podra
ser aplicada y ampliada para la implementacion de regulaciones de los niveles de sulfato de
bario asociado a las actividades hidrocarburiferas e incluso servir de modelo para su
aplicacion con otras sustancias que puedan estar ocasionando riesgos ecol6gicos en otros
ecosistemas naturales donde se realizan actividades economicas que puedan afectar los

ecosistemas naturales en el Pera.
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V. CONCLUSIONES

1. Existe riesgo ecologico alto del sulfato de bario y sus formas solubles empleando la
respuesta ecotoxicologica de doce organismos no destinatarios, obteniéndose los valores de
RQ de 1,224 y 37 500, respectivamente.

2. La microalga epicontinental Chlorella sp. (96 h) registré una Clso de 0,1 g/L y una
NOEC de 0,02 g/L de sulfato de bario, bajo las condiciones de la prueba, que fueron
detectados como los valores méas bajos, y que fueron considerados para el célculo del RQ

del sulfato de bario.

3. La planta terrestre monocotiledonea Zea mays registré una CEso de 0,0011 g/L y una
NOEC de 0,0002 g/L de bario que fueron detectados como los valores mas bajos de todas
las pruebas ecotoxicoldgicas, bajo las condiciones de la prueba, y que fueron considerados

para el calculo del RQ del bario para ecosistemas terrestres.

84



VI. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas ecotoxicologicas en mesocosmos, en zonas de impacto con sulfato
de bario, a fin de comparar los resultados en microcosmos (laboratorio) del presente

estudio.

Ampliar estudios ecotoxicologicos con plantas del grupo de las poaceas y otras
leguminosas, a fin de conocer mecanismos de amarillamiento en hojas y efectos en

los nédulos de éstas Ultimas en la translocacion de bario desde el sulfato de bario.

Ampliar estudios en peces del grupo bentdénico a fin de conocer los efectos de ingesta

del sulfato de bario en estos organismos.

Realizar pruebas ecotoxicologicas también con bivalvos para conocer el efecto del

sulfato de bario en ctenidias y procesos de reduccion de tasas de filtracion.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: Crecimiento celular promedio (x 10° cel./mL) de Chlorella sp. a las 24, 48,
72y 96 horas expuesta a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas

solubles.
/L 24h | 48h | 72h | 96 h
Blanco 0 16 17 16 10
o] 0,0002 | 14 9 10 6
C 0,002 7 6 8 4
Cs 0,02 4 4 6 2
Ca 0,2 3 1 4 2
Cs 2 0 0 3 1

ANEXO 2: pH promedio en la prueba con la microalga Chlorella sp. expuesta a
distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.

pH g/L 24h | 48h | 72h | 96 h
Blanco 0 74 | 71 | 68 | 7,2
ci |(00002| 74 | 71|68 | 72
C2 0002 (74 |71 |74 | 7.2
C3 0,02 74 | 71| 74 | 7.2
C4 0,2 74 |71 71|71
C5 2 71 | 71| 78 | 75
Prom. | 7,37 | 7,08 | 7,22 | 7,25
DS 0,16 | 0,00 | 0,43 | 0,12

DS = Desviacién estandar
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ANEXO 3: Temperatura promedio en la prueba con la microalga Chlorella sp.
expuesta a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.

Temp. (°C) g/L 24h | 48h | 72h | 96h
Blanco 0 20,7 | 20,9 | 20,7 | 20,4
C1 0,0002 | 20,9 | 20,9 | 20,7 | 205

C2 0,002 | 20,9 | 21,0 | 21,1 | 20,5

C3 0,02 209 | 20,9 | 21,1 | 20,6

C4 0,2 209 | 21,0 | 21,0 | 20,5

C5 2 20,8 | 21,0 | 21,1 | 20,5

Prom. | 20,85 | 20,95 | 20,95 | 20,50
DS 0,08 | 0,05 | 0,20 | 0,06

DS = Desviacion estandar

ANEXO 4: Crecimiento celular promedio (x 10° cel./mL) de Isochrysis sp. a las 24, 48,
72y 96 horas expuesta a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas
solubles.

g/L 24h | 48h | 72h | 96 h
Blanco 0 156 | 182 | 347 | 259

Ci 0,0002 | 133 | 151 | 269 | 212
C 0,002 | 108 | 135 | 239 | 188

Cs 0,02 96 | 122 | 204 | 150
Ca 0,2 86 | 112 | 181 | 136
Cs 2 69 71 | 133 | 117

ANEXO 5: pH y temperatura promedio en la prueba con la microalga Isochrysis sp.
expuesta a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.
g/L pH | Temp. (°C)

Blanco 0 8,84 18,95
o] 0,0002 | 8,80 18,73
C 0,002 | 8,74 18,73
Cs 0,02 8,71 18,85
Cs 0,2 8,72 18,85
Cs 2 8,72 18,83

Prom. | 8,753 18,821

DS 0,054 0,086

DS = Desviacién estandar
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ANEXO 6: Proporcion promedio de germinacion de Medicago sativa a distintas
concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.

g/L p | Sig. | DS

Blanco 0 1,00 | a 0
Ci 0,0002 | 1,0 | ab | 0,01
C 0,002 | 09 | bc | 0,01
Cs 0,02 09 | cd | 0,02
Cs 0,2 0,8 d |[0,02
Cs 2 0,7 e | 0,07

p= proporcion; DS = Desviacion estandar; Sig. = Significancia.
Letras iguales en una misma columna indican que los promedios son estadisticamente iguales.

ANEXO 7: Crecimiento promedio (cm) de Medicago sativa a distintas
concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.
g/L | Prom. | Sig. | DS
Blanco 0 2,8 a |028
C1 0,0002 | 2,3 ab | 0,12
C 0,002 2,0 bc | 0,13
Cs 0,02 1,7 cd | 0,10
Cs 0,2 15 de | 0,08
Cs 2 ¥ e | 0,26

Prom.= Promedio; DS = Desviacion estandar; Sig. = Significancia.
Letras iguales en una misma columna indican que los promedios son estadisticamente iguales.

ANEXO 8: pH, temperatura, conductividad y sélidos disueltos totales promedio en la
prueba con Medicago sativa expuesta a distintas concentraciones de sulfato de bario y

sus formas solubles.

g/L pH T° | CE (uS/cm) | TDS (mg/L)

Blanco 0 7,32 | 23,6 144 220
Ci 0,0002 | 7,81 | 23,5 155 270
C 0,002 | 7,69 | 23,6 153 260
Cs 0,02 | 7,72 | 23,7 162 310
Cs 0,2 7,68 24 199 250
Cs 2 78 | 24,6 198 230

Prom. | 7,670 | 23,83 168,5 256,7

DS | 0,180 | 0,41 23,9 32,0

DS = Desviacion estandar
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ANEXO 9: Proporcion promedio de germinacion de Zea mays a distintas
concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.
g/L p | Sig. | DS
Blanco 0 10| a | 0,00
o] 0,0002 | 10| a | 0,00
C 0,002 | 10| a | 0,00
Cs 002 09| a |0,04
Cs 0,2 0,1 | ab | 0,49
Cs 2 00| b [0,00

p= proporcion; DS = Desviacion estandar; Sig. = Significancia.
Letras iguales en una misma columna indican que los promedios son estadisticamente iguales.

ANEXO 10: Crecimiento promedio (cm) de Zea mays a distintas concentraciones de
sulfato de bario y sus formas solubles.

g/L | Prom. | Sig. DS

Blanco 0 77,75 a | 17,324
o] 0,0002 | 49,50 | ab | 9,192
C 0,002 | 28,75 | bc | 3,889
Cs 0,02 | 1355 | ¢ 2,051
Cs 0,2 1,50 C 2,121
Cs 2 1,00 c 1,732

Prom.= Promedio; DS = Desviacion estandar; Sig. = Significancia.
Letras iguales en una misma columna indican que los promedios son estadisticamente iguales.

ANEXO 11: pH, temperatura, conductividad y solidos disueltos totales promedio en
la prueba con Zea mays expuesta a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus

formas solubles.

g/L |pH T (°C) |Cond. (us/cm) | TDS (mg/L)
Blanco 0 6,825 | 23,80 183 261,0
C1 0,0002 | 6,620 | 23,25 180 200,5
(07} 0,002 | 6,675 | 23,20 164 273,0
Cs 0,02 | 6,640 | 23,10 193 273,5
Cs 0,2 |6,625 | 23,15 191 262,5
Cs 2 6,630 | 23,15 179 239,0
Prom. | 6,669 | 23,275 181,7 251,58
DS 0,079 | 0,262 10,4 27,98

DS = Desviacién estandar
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ANEXO 12: Mortandad de Daphnia sp. a distintas concentraciones de sulfato de
bario y sus formas solubles a las 24 y 48 horas.

g/L | 24h | 48h
Blanco 0 0 2
Ci 0,0002 | 3 7
(07) 0,002 4 9
Cs 0,02 4 12
Cs 0,2 7 16
Cs 2 9 21

ANEXO 13: pH, temperatura promedio con Daphnia sp. expuesta a distintas
concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.
g/L pH | T (°C)
Blanco 0 7,75 | 20,00
C1 0,0002 | 7,64 | 20,10
(07) 0,002 | 7,67 | 20,00
Cs 0,02 7,64 | 19,90
Cs 0,2 7,63 | 19,80
Cs 2 7,61 | 19,75

Prom. | 7,655 | 19,925
DS 0,049 | 0,133

DS = Desviacién estandar

ANEXO 14: Mortandad de Emerita analoga a distintas concentraciones de sulfato de

bario y sus formas solubles a las 24, 48 y 96 horas.

g/L | 24h | 48h | 96h
Blanco 0 0 0 0
(o] 0,0002 | 0 0 1
C 0,002 0 0 4
Cs 0,02 0 1 7
Ca 0,2 3 3 13
Cs 2 5 8 15
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ANEXO 15: Mortandad de Emerita analoga a distintas concentraciones de sulfato de
bario y sus formas solubles a las 7, 14, 20, 30 y 34 horas.

g/L 7d|14d | 20d | 30d | 34d
Blanco 0 3 3 3 3

2

Ci 0,0002 | 3 5 7 9 10
5
7

(07) 0,002 7 9 11 12
Cs 0,02 9 11 13 15
Ca 0,2 13 | 13 15 15 15
Cs 2 15 | 15 16 17 17

ANEXO 16: pH, temperatura y oxigeno disuelto promedio de pruebas con Emerita

analoga expuesto a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas

solubles.

g/L pH | OD (mg/L) | Temp. (°C)
Blanco 0 8,21 6,24 17,7
o] 0,0002 | 8,22 6,15 17,8
C 0,002 | 8,24 6,17 18,1
Cs 0,02 8,23 6,24 18,0
Cs 0,2 8,23 6,17 17,9
Cs 2 8,20 5,75 17,4
Prom. | 8,221 6,118 17,81
DS | 0,015 0,184 0,23

DS = Desviacién estandar

ANEXO 17: Mortandad de Apohyale sp. a distintas concentraciones de sulfato de

bario y sus formas solubles a los 10 dias.

g/L | 10d
Blanco 0 0
Ci 0,0002 | 0
C 0,002 0
Cs 0,02 0
Cs 0,2 1
Cs 2 4
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ANEXO 18: pH, temperatura y oxigeno disuelto promedio de la prueba con Apohyale
sp. expuesto a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.

g/L pH | Temp. (°C) | OD (mg/L)
Blanco 0 7,80 19,5 4,1
o] 0,0002 | 7,79 19,5 3,8
C 0,002 | 7,80 19,5 3,6
Cs 0,02 7,81 19,0 3,7
Cs 0,2 7,81 18,6 3,7
Cs 2 7,81 18,9 3,7
Prom. | 7,804 19,167 3,777
DS | 0,008 0,384 0,170

DS = Desviacién estandar

ANEXO 19: Mortandad de Chironomus calligraphus a distintas concentraciones de

sulfato de bario y sus formas solubles a los 4 y 10 dias.

g/L | 4d|10d
Blanco 0 0 0
C1 0,00002 | O 0
C 0,0002 2 2
Cs 0,002 3 3
Cs 0,2 3 4
Cs 2 9 13

ANEXO 20: pH, temperatura, conductividad y solidos disueltos totales promedio de
la prueba con Chironomus calligraphus expuesto a distintas concentraciones de

sulfato de bario y sus formas solubles.

g/L pH | Temp. (°C) | Cond. (uS/cm) | TDS (mg/L)
Blanco 0 7,4 24,5 187 260
C: 0,0002 | 7,5 24,4 160 263
C2 0,002 | 7,6 24,3 145 240
Cs 0,02 1,7 24,0 119 243
Cs 0,2 7,7 23,9 127 230
Cs 2 7,7 23,8 141 236
Prom. | 7,59 24,15 146,6 245,2
DS | 0,10 0,27 24,3 13,2

DS = Desviacion estandar
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ANEXO 21: Ovulos no fecundados de Tetrapygus niger a distintas concentraciones de
sulfato de bario y sus formas solubles.

g/L NF
Blanco 0 194
C1 0,0002 | 403

(07) 0,002 | 502

Cs 0,02 | 565
Cs 0,2 597
Cs 2 627

NF = Owvulos no fecundados.

ANEXO 22: pH y temperatura promedio con Tetrapygus niger expuesto a distintas
concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.
g/L pH | Temp. (°C)
Blanco 0 7,2 18,0
C1 0,0002 | 7,9 19,5
Cz 0,002 | 7,9 19,6

Cs 0,02 7,9 19,7
C4 0,2 7,9 19’6
Cs 2 7,8 19,0

Prom. | 7,75 19,23
DS 0,28 0,65

DS = Desviacion estandar

ANEXO 23: Mortandad de Odontesthes regia regia a distintas concentraciones de

sulfato de bario y sus formas solubles a las 24, 48, 72 y 96 horas.

g/L | 24h | 48h | 72h | 96h
Blanco 0 0 1 1 2
C1 0,0002 | 1 1 1 4
C 0,002 1 2 2 4
Cs 0,02 1 2 3 4
Cs 0,2 2 2 4 5
Cs 2 3 4 4 5
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ANEXO 24: pH, temperatura, oxigeno disuelto y salinidad promedio con Odontesthes regia regia expuesta a distintas concentraciones de
sulfato de bario y sus formas solubles hasta las 96 horas.

g/L pH (E?II_') OD (mg/L) Temp. (°C)
Blanco 0 8,1 35 7,11 19,7
o] 0,0002 8,1 35 7,06 19,9
C. 0,002 8,2 35 7,05 19,8
Cs 0,02 8,2 35 7,05 19,9
Cs 0,2 8,2 35 7,03 19,9
Cs 2 8,2 35 7,00 20,0
Prom. 8,15 35,0 7,05 19,85
DS 0,01 0,0 0,03 0,10

DS = Desviacion estandar

ANEXO 25: Mortandad de Odontesthes regia regia a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles de los 5 a los 21

dias.
g/L 5d|6d|7d|8d|9d|10d|11d | 12d | 13d | 14d | 15d | 16d | 17d | 18d | 19d | 20d | 21d
Blanco 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
C1 0,0002 | 7 8 8 8 10 11 11 12 12 12 14 14 14 14 14 14
C 0,002 8 8 8 9 10 11 12 12 12 12 14 14 16 16 16 16 16
Cs 0,02 8 8 9 9 10 12 12 12 12 13 15 15 16 16 16 16 16
Cs 0,2 8 8 9 | 10 | 11 14 14 14 14 15 16 18 18 18 18 18 18
Cs 2 9 9 9 | 10 | 12 15 17 17 17 17 18 19 19 19 19 19 19
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ANEXO 26: pH, temperatura, oxigeno disuelto y salinidad promedio con Odontesthes

regia regia expuesta a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas

solubles hasta los 21 dias.

g/L pH Sal. (g/L) OD (mg/L) Temp. (°C)
Blanco 0 8,1 36 6,94 19,2
o] 0,0002 8,1 35 6,81 19,2
C 0,002 8,0 35 6,73 19,2
Cs 0,02 8,1 36 6,8 19,3
Cs 0,2 8,1 36 6,63 19,4
Cs 2 8,1 35 6,71 19,4
Prom. 8,09 35,5 6,770 19,28
DS 0,04 0,5 0,106 0,10

DS = Desviacién estandar

ANEXO 27: Mortandad de Poecilia reticulata a distintas concentraciones de sulfato

de bario y sus formas solubles a las 24, 48, 72 y 96 horas.

g/L | 24h | 48h | 72h | 96 h
Blanco 0 0 0 0 0
o] 0,0002 | O 0 0 0
C 0,002 0 0 0 0
Cs 0,02 0 0 0 0
Cs 0,2 0 0 2 5
Cs 2 0 1 6 9
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ANEXO 28: Mortandad de Poecilia reticulata a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles de los 5 a los 28 dias.

g/L 5d|6d|7d|8d|9d|10d|11d|12d|13d|14d|15d|16d|17d|18d|19d|20d|21d|22d|23d|24d|25d|26d|27d|28d
Blanco 0 o(6;,0,04,0,040;y0}0(0}j0|0,0|lO0}0}]0]0|]0]O0O]JO|O|0O]O0]0O0
Ci 00002, 0, 0, 0,000,000} 0,0),0(0}0}]0|0|]0O0|0O0|0O0|0O0]O0]0]O0]?2
(0) o002, 0, 0,00(0}0}0}0,0}|0}O0O)J0}]0O}]OC|O|0|O0O}]O|0]O0O]|O]O0O]1]0Y9
Cs 02 410y0;}04y0}0)0}0}{2}j2y127|1{2}1,1|1}1(4,5|5|5|5|5]|6]7
Ca 0,2 3(3(3 |3 |33 |4 4|4 |4 |44 ,4 |4 4]4 4555|5669
Cs 2 99919191919 1919791791979191/919179]79]9]9]999 1011

ANEXO 29: pH, temperatura, conductividad y solidos disueltos totales promedio con Poecilia reticulata expuesta a distintas

concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.

g/L pH | Temp. (°C) | Cond. (uS/cm) | TDS (mg/L)

Blanco 0 7,6 20,7 192 284
C1 0,0002 | 7,7 20,7 181 263
C 0,002 | 7,7 20,6 181 261
Cs 0,02 17,7 20,7 178 257
Cs 0,2 1,7 20,9 179 259
Cs 2 1,7 21,0 180 261

Prom. | 7,68 20,75 181,9 264,2

DS 0,05 0,17 51 10,0

DS = Desviacion estandar
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ANEXO 30: Mortandad de Paracheirodon innesi a distintas concentraciones de
sulfato de bario y sus formas solubles a las 24, 48 y 96 horas.

g/L | 24h | 48h | 96h
Blanco 0 0 0 0
o] 0,0002 | O 0 0
C 0,002 0 0 0
Cs 0,02 0 0 0
Ca 0,2 1 1 1
Cs 2 16 16 16

ANEXO 31: pH, temperatura, conductividad y solidos disueltos totales promedio con
Paracheirodon innesi expuesta a distintas concentraciones de sulfato de bario y sus

formas solubles hasta las 96 horas.

ANEXO 32: Mortandad de Paracheirodon innesi a distintas concentraciones de

g/L pH Temp. (°C) (552?1'1) (;;)/SL)
Blanco 0 8,2 19,2 133 215
C1 0,0002 8,1 19,2 136 214
C 0,002 8,1 19,2 134 214
Cs 0,02 8,1 19,2 136 214
Cs 0,2 8,1 19,3 134 218
Cs 2 8,1 19,3 138 219
Prom. 8,13 19,25 135,1 215,8
DS 0,01 0,06 2,0 2,3

DS = Desviacion estandar

sulfato de bario y sus formas solubles a los 6, 10, 12 y 14 dias.

gL | 6d|10d | 12d | 14d
Blanco 0 0 0 0 0
o] 0,0002 | 0 0 0 0
C 0,002 | 0 0 2 2
Cs 0,02 0 3 4 4
Cs 0,2 4 3 5 8
Cs 2 17 | 20 20 20
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ANEXO 33: Temperatura promedio con Paracheirodon innesi expuesta a distintas

concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.

Dias
Temp. | 6 8 10 14 16
(°C)

Blanco| 0 182 183 183 187 182
C: | 0,0002 182 181 182 19,0 18,0
C2 | 0,002 182 181 183 19,0 19,0
Cs | 0,02 182 181 182 19.1 19,0
C: | 02 183 181 182 19.1 18,9
Cs 2 183 181 182 19,2 18,9

Prom. | 18,25 18,13 18,23 19,02 18,65
DS 0,06 0,09 0,02 0,17 0,43

DS = Desviacion estandar

ANEXO 34: pH promedio con Paracheirodon innesi expuesta a distintas

concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.

Dias
pH g/L 6 8 10 14 16
Blanco 0 8,2 8,3 8,1 8,3 8,3
C1 0,0002 8,1 8,2 8,2 8,3 8,2
Co 0,002 8,1 8,2 8,1 8,5 8,2
Cs 0,02 8,1 8,2 8,1 8,5 8,2
Cs 0,2 8,1 8,2 8,1 8,4 8,2
Cs 2 8,1 8,2 8,1 8,4 8,3
Prom. 8,12 8,21 8,13 8,39 8,24
DS 0,02 0,06 0,03 0,09 0,03

DS = Desviacién estandar
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ANEXO 35: Conductividad promedio con Paracheirodon innesi expuesta a distintas

concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.

Dias

(E;/Tn) giL 6 8 10 14 16
Blanco | 0 133 129 131 124 125
C: | 0,0002 136 138 143 127 139
C. | 0002 134 137 135 127 139
C: | 002 136 132 131 130 140
Cs 0.2 134 140 145 129 142
Cs 2 138 149 143 134 149
Prom. | 1351 137.3 138,0 1285 138,8

DS 2.0 6.0 6,5 3.4 7.0

DS = Desviacion estandar

ANEXO 36: Soélidos disueltos totales promedio con Paracheirodon innesi expuesta a

distintas concentraciones de sulfato de bario y sus formas solubles.

Dias
(;;)/SL) g/L 6d 8d 10d 12d 14d
Blanco 0 215 213 211 211 210
C1 0,0002 214 218 219 213 219
C 0,002 214 219 221 213 220
Cs 0,02 214 224 216 214 220
Cs 0,2 218 219 221 213 220
Cs 2 219 234 227 217 225
Prom. 215,8 221,0 219,1 213,5 218,8
DS 2,3 7.1 5,3 2,0 4,9

DS = Desviacion estandar
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