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Proverbio

Determinacion de la Concentracion Letal Media ( CLso) del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar Quintana Roo utilizando
Laeonereis culveri como bioindicador.



Resumen

En el presente trabajo se determiné experimentalmente la toxicidad del lixiviado del
relleno sanitario de Bacalar, empleando como organismo de prueba a Laeonereis culveri
especie colectada en la Bahia de Chetumal y aclimatados en condiciones de laboratorio. Para
ello, se realizaron bioensayos de toxicidad estaticos a 48 horas utilizando 5 concentraciones
distribuidas a escala, 3 réplicas y un control por cada una de las camaras de ensayo
exploratorias y definitiva; cada una de las concentraciones, se expusieron con 10 organismos
en diversos recipientes de plastico con capacidad de 500 ml con una capa de sedimento en el
fondo, solucion salina y su respectivo porcentaje de lixiviado. Posteriormente, se realizaron
lecturas de mortalidad y se determinaron las concentraciones letales medias (CLs0) mediante
el método Probit con un intervalo de confianza de 95 %. Asi, la CLso obtenida fue de 41.31
% de concentracion, y de acuerdo con la clasificacion de valores en unidades de toxicidad
(U.T. =2.4201894) este valor resulto entre los considerados toxicos para Laeonereis culveri.
Los calculos estimados estadisticamente indican que si esta especie llegard a tener contacto
con lixiviados por medio de algiin derrame directa o indirectamente a nuestro ecosistema

tendriamos lamentables afectaciones ecoldgicas.

Palabras clave: bioensayos, toxicidad, lixiviados, Laeonereis culveri.
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Capitulo |

INTRODUCCION

Determinacion de la Concentracion Letal Media ( CLso) del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar Quintana Roo utilizando
Laeonereis culveri como bioindicador.



l. Introduccién

En la actualidad existe una problematica en la generacion de residuos s6lidos debido
al acelerado crecimiento demografico de la poblacidn, lo cual incrementa la demanda de
servicios de limpieza, asi como la generacion de residuos solidos y sus problemas derivados
como, por ejemplo, la disposicion final adecuada, asi como las afectaciones a los ecosistemas
aledafios. Los residuos se definen, segiin la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral
de los Residuos, como aquellos materiales o productos cuyo propietario o poseedor desecha
y que se encuentran en estado solido o semisolido, liquido o gaseoso y que se almacena en
recipientes o depodsitos. De acuerdo con la NOM-083-SEMARNAT-2003, la disposicion
final de los residuos so6lidos son los rellenos sanitarios, el cual se define como obra de
infraestructura que involucra métodos y obras de ingenieria para la disposicion final de los
residuos solidos urbanos y de manejo especial con el fin de controlar a través de la

compactacion e infraestructura adicional los impactos ambientales.

Los residuos sélidos urbanos presentan una composicion que varia de acuerdo con
los elementos organicos e inorgdnicos generados. Estos dependen de las caracteristicas de la
poblacion del lugar donde se generen los mismos. Dado que los rellenos sanitarios se
construyen a un bajo costo y son faciles de implementar, han sido una practica comun a nivel
mundial, sin embargo, son los causantes de impactos ambientales y sanitarios negativos. Uno
de los problemas mas grandes causados por los rellenos sanitarios es la produccion y manejos

de los lixiviados.

La NOM-083- SEMARNAT-2003 define los lixiviados como el liquido que se forma
por la reaccion, arrastre o filtrado de los materiales que constituyen los residuos y que
contiene en forma disuelta o en suspension, sustancias que pueden infiltrarse en los suelos o
escurrirse fuera de los sitios en los que se depositaron los residuos y que puede dar lugar a la
contaminacion del suelo y cuerpos de agua, provocando su deterioro y representar un riesgo

potencial a la salud humana y de los demés organismos vivos.




Los lixiviados contienen contaminantes que causan dafio a los rios y aguas
subterraneas; por ejemplo, el amoniaco, el cual, en concentraciones bajas, elimina los peces;
compuestos organicos disueltos (compuestos humicos, falvicos, compuestos con anillo
bencénico, entre otros) medidos como demanda quimica de oxigeno (DQO) que reduce los
niveles de oxigeno disuelto del agua y destruyen todos los organismos acudticos. Otros
contaminantes encontrados en el lixiviado son plaguicidas, metales, sélidos suspendidos y

metano disuelto (Angarita Santos et al., 2013).

Distintas investigaciones hidro-geoquimicas de rellenos sanitarios, mostraron que los
rellenos sanitarios y tiraderos no controlados contienen desechos s6lidos que contaminan las
aguas superficiales y subterraneas.

En los ultimos afios se ha determinado que los lixiviados se correlaciona con la edad de los
residuos so6lidos dispuestos en el relleno sanitario debido a que la degradacion microbiana de
los componentes organicos e inorganicos de los residuos depende de la fase de degradacion
del relleno, por lo que se predomina la existencia de mayor cantidad de residuos y particulas

suspendidas contenida en el lixiviado (Lee et al., 2010).

El pardmetro toxicologico méas empleado para evaluar el impacto ambiental de una
sustancia es la toxicidad aguda. Mediante estos bioensayos eco-toxicoldgicos se determina
la concentracion de un contaminante, efluentes o aguas receptoras que producen un efecto
desfavorable en un organismo de prueba, la respuesta es la mortalidad. Los resultados se
expresan en valores de Concentracion Letal Media (CLso) que es la concentracion toxica que
causa la muerte al 50 % de organismos de prueba (Sanchez-Rivas y Vera-Diego, 2001).
Una manera mas confiable de evaluar el potencial toxico de un contaminante es mediante la
aplicacion de ensayos o test de toxicidad, utilizando organismos estandarizados para tal fin.
Para evaluar la toxicidad de mezclas de elementos quimicos en aguas superficiales,
normalmente se utilizan organismos acuaticos. Estos organismos se utilizan por su alta tasa

de reproduccion, facil manipulacion y sensibilidad a los contaminantes (Silva et al., 2003).




En el estado de Quintana Roo se produce aproximadamente 1752 Ton/dia de residuos
solidos, siendo Benito Juarez, Solidaridad y Othon P. Blanco los principales generadores. En
el Estado se carece de instalaciones adecuadas y de técnicas apropiadas para su gestion
integral, contribuyendo al uso indiscriminado de basureros a cielo abierto y tiraderos
clandestinos. De esta forma a través de escorrentias subterraneas los lixiviados pueden afectar

directamente a los cuerpos acuaticos cercanos a la laguna.

En la actualidad se carece de estudios en relacidon con la toxicidad de los lixiviados

de los rellenos sanitarios de los municipios de Bacalar y Othon P. Blanco en Quintana Roo.




1.1. Antecedente

El Instituto Nacional de Higiene y Microbiologia (INHEM, 2006); realiz6 una
investigacion, sobre los lixiviados de materiales empleados en el sellado de deposito de agua
potable de cuatro fabricantes diferentes, y utilizaron 25 semillas de Lactuca sativa L.
(lechuga) variedad BSS (Black Seed Simpson, variedad de invierno), con cuatro diluciones
de 20 ml cada una. De los cuatro lixiviados analizados solo uno result6 toxico ya que hubo
un 87 % de inhibicidn en el crecimiento de la raiz vegetal, con el segundo lixiviado el 50 %

de la inhibicion, el tercer lixiviado produjo el 24 % y el ultimo fue del 6 % sin causar efecto.

Reinel Muioz (2009), realizé la determinacion de la caracteristica de toxicidad por
lixiviacion (TCLP) del ingrediente activo malation en un plaguicida organofosforado
empleando el procedimiento de TCLP. Para ello realizé 10 bioensayos determinando que la
aplicacion del plaguicida al suelo sin ninguna dosificacion genera un impacto moderado y
una aplicacion menor del 50 % del plaguicida puede lixiviar. Las concentraciones obtenidas
a partir de la inyeccién de 2pu de cada muestra de extracto TCLP en el cromatografo se
encuentra en un rango de 90,60 ppm y 112,74 ppm las cuales teniendo en cuenta el porcentaje
de recuperacion determinado por el método de extraccion 3510C EPA, corresponde a una
concentracion real de 113250,42 ppm y 140929,39 ppm de ingrediente activo presente en la
muestra que se puede lixiviar y por lo tanto contaminar el agua subterranea. El nivel de
toxicidad del plaguicida supera las normas establecidas para vertimientos (concentracion

maxima 0.1 ppm) y en usos del agua para flora y fauna acuatica (maximo 0,05 ppm).

Flores Tena et al., (2010), estudiaron los efectos que producen los lixiviados de los
biosolidos y drenajes agricolas con pruebas de toxicidad empleando las especies
Nannochloris oculata, Oreochromis niloticus, Lecane quadridentata y Limnodrilus
hoffmeisteri; Observando en N. oculata, un efecto sobre su crecimiento en concentraciones
mayores a 500 ppm de lixiviados. Asimismo, la CLs para O. niloticus, L. quadridentatay L.
hoffmeisteri fue de 8.6, 42.4 y < 80 % respectivamente. Los drenajes adicionados con
biosolidos también afectaron a N. oculata mientras que las CLso, para la fauna acuatica fueron

de 90 t/ha y 432 t/ha respectivamente a 48h.




Rivera Laguna et al., (2013), determiné la toxicidad de lixiviados provenientes de
residuos solidos, permitiendo evaluar la influencia de la edad del lixiviado sobre sus
caracteristicas fisicoquimicas y toxicidad. Realiz6 pruebas estaticas y agudas a 48 horas con
Daphnia pulex, sobre los lixiviados de diferentes periodos de operacion (Lixiviado Joven,
Intermedio y Maduro), obteniéndose como resultado que la edad de los lixiviados y su
toxicidad guardan una relacion inversamente proporcional. La CLso para el Lixiviado Joven
esde 1.21 %, con 82.6 Unidades de Toxicidad (UT), de 2.12 % y 47.2 UT para el intermedio,
y de 3.61 % y 27.7 UT para el maduro.




1. 2. Planteamiento del problema

En la actualidad, el deterioro progresivo del ambiente ha despertado la preocupacion
del hombre debido a las incidencias directas que ha tenido sobre su salud y sobre su calidad
de vida. Por tal motivo, el ser humano se ha encargado de crear y promocionar acciones que
contrarresten el dafio que se causa al ambiente producto del incesante desarrollo industrial y
la rutina diaria.

El relleno sanitario que se utilizé para el desarrollo de la presente tesis se encuentra
cercano a un cuerpo de agua llamado Laguna Azul de Bacalar.

Esto puede representar una problematica de afectaciéon importante para el cuerpo de agua
receptor dado a través de escorrentias superficiales y subterraneos.

El lixiviado puede desembocar en el mismo causando un impacto, afectando a los organismos
presentes y de esta manera se pudiera generar un desequilibrio ecologico.

Para determinar la toxicidad de lixiviados se utilizan los bioensayos, los cuales,
representan una herramienta para determinar la toxicidad presente del lixiviado por las
diversas sustancias que contiene, el cual se lleva a cabo con ayuda de organismos de prueba.
De acuerdo con la literatura los poliquetos Laeonereis culveri se pueden utilizar como
organismos de prueba ya que son sensibles, endémicos, representativos y con una amplia
distribucion en la Bahia de Chetumal (Nah Song., 2016).

Se ha considerado la utilizacion de Laeonereis culveri porque ha sido utilizada en
diversos trabajos de toxicidad y presenta ventajas como organismo de prueba de facil manejo,
econdmico y viable, apta para llevar a cabo este tipo de estudios.

Es importante considerar la edad del lixiviado debido a que este cambia de acuerdo a
su longevidad, caracteristicas y estos se clasifican por periodos ( 0 — 5 afios lixiviado Joven,
5 — 10 afos lixiviado Intermedio y mayor a 10 afios lixiviado viejo ), son significativos de
acuerdo a la edad de los residuos ya que el lixiviado mas joven es considerado el mas toxico
de acuerdo a la literatura y el més viejo es de menor toxicidad, por las diferentes condiciones
climaticas, disefio y operacion del sitio de disposicion final, y los tipos de residuos.

Actualmente el lixiviado estudiado se clasifico a mediados del afio 2016, como

lixiviado Intermedio.




1. 3. Justificacion

Othon P Blanco ocupa el segundo lugar a la par con Solidaridad en la generacion de
basura per capita, y el municipio de Benito Juarez ubicandose en el primer lugar. A lo largo
del estado se carece de un buen manejo en la disposicion final de los residuos solidos lo cual
lleva a que los pocos rellenos sanitarios que existen se encuentran en mal estado y que existen
tiraderos a cielo abierto de manera clandestina. De esta forma a través de los escurrimientos
superficiales y subterraneos los lixiviados producto del relleno podria llegar a la laguna
Bacalar danando el ecosistema acuatico y generar un desequilibrio ecolégico, por esta razéon
se debe realizar pruebas de toxicidad del lixiviado del relleno sanitario por la cercania a
diversos cuerpos de agua, con la finalidad de tener una alerta temprana de algun dafio. Para
determinar la toxicidad de los efluentes se utilizan los bioensayos, los cuales, representa una
herramienta para determinar la toxicidad de sustancias, el cual, se lleva a cabo con ayuda de
organismos de prueba, en este caso se utilizoé una especie de poliqueto, que se encuentra en
la base de la cadena alimenticia, por lo que las afecciones en sus poblacion tienen una
repercusion en el ecosistema, en este caso se utilizara Laeonereis culveri, los cuales se han
utilizado por ser sensibles para este tipo de pruebas y ser una especie abundante en la Bahia

de Chetumal Quintana Roo.

1. 4. Objetivo General
Evaluar la toxicidad del lixiviado del relleno sanitario de la comunidad de Bacalar en
la especie Laeonereis culveri mediante la realizacion de bioensayos de toxicidad aguda para

contribuir al conocimiento eco toxicoldgico.

1. 4. 1. Objetivos Especificos
e Determinar la concentracion letal media ( CLso ) del lixiviado del relleno
sanitario de Bacalar utilizando Laeonereis culveri como organismos de

prueba.

e Determinar el grado de toxicidad del lixiviado de Bacalar.




1. 5. Pregunta de investigacion
(Cudl serd la CLso del lixiviado del relleno sanitario del municipio de Bacalar

Quintana Roo a 48 horas?

1. 6. Hipotesis
Se estima que la CLso del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar en Laeonereis

culveri, afectara al 50 %, de los organismos de prueba, dada la antigiiedad del lixiviado.
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Determinacion de la Concentracion Letal Media ( CLs,) del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar Quintana Roo utilizando
Laeonereis culveri como bioindicador.



I1. Marco Tedrico

2. 1. Lixiviados

A grandes rasgos se puede definir la lixiviacion; como el proceso el cual se lava un
medio produciendo, el desplazamiento de diversas sustancias solubles. Debido al significante
aumento en la cantidad de residuos solidos urbanos cada vez va en aumento debido al
desarrollo comercial e industrial por el incremento de la adquisicion de bienes. La disposicion
final de este tipo de residuos tendra siempre como consecuencia la generacion de lixiviados,

sea en rellenos sanitarios o en tiraderos a cielo abierto.

Definido generalmente por Renou et al,. (2007) como un efluente acuoso generado
como consecuencia de la percolacion del agua de lluvia a través de los residuos solidos,
procesos bioquimicos en los vertederos y el inherente contenido de agua de los mismos

residuos.

En la Figura 1, se puede apreciar como el ciclo del agua interviene en la formacion
de los lixiviados, la cantidad y como se genera en los diversos rellenos sanitarios es variable,
influyendo el clima en su produccion porque la precipitacion y las pérdidas mediante

evaporacion varian su volumen y, por ende, la concentracion de sus diversos componentes.

Dren de coleccién

Precipitacién 1 Evaporaciéon
(?
o

Celda
clausurada

*
l > Efluente

Celda en uso

Infiltracién

Figura 1. Generacion de lixiviados y ciclo de agua en un relleno sanitario. Adaptado de
Renou et al., (2007).
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Es el liquido que se forma por la reaccion, arrastre o filtrado de los materiales que
construyen los residuos y que contienen en forma disuelta o en suspension, sustancias que
pueden filtrarse en los suelos o escurrirse fuera de los sitios en los que se depositan los
residuos y que puede dar lugar a la contaminacion del suelo, de cuerpos de agua, y provocar
su deterioro representando de esta forma un riesgo potencial a la salud humana y demaés

organismos vivos (NOM-083-SEMARNAT-2003).

2.1. 1. Composicion de los lixiviados
Existen factores que afectan la composicion de los lixiviados como la edad de los residuos,
las condiciones climaticas, el disefio y operacion del sitio de disposicion final, el tipo de
residuos. Pueden identificarse tres principales clases de contaminantes de los lixiviados que

representan un riesgo.

e Contaminantes inorganicos: (iones de amonio, calcio, magnesio, sodio, potasio,
hierro, sulfatos, cloruros, sales metalicas; metales pesados como cobre, cadmio,
cromo, plomo, niquel, zinc, etc.).

e (Contaminantes organicos facilmente biodegradables: (materia organica disuelta,
acidos grasos voléatiles); y compuestos organicos xenobioticos.

e Microorganismos y patogenos: (bacterias de los géneros Bacilus, Corynebacterium,
Streptococcus, Acinerobacter, Aeromonas, Clostridium, Enterobacter, Micrococuss,

Pseudomonas; hongos y levaduras; coliformes y virus).

Se presentan las concentraciones maximas y minimas reportadas de indicadores
encontrados en los lixiviados, de componentes inorgénicos y los compuestos organicos

(Anexo 1; Tablaly 2).
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2. 1. 2. Tipos de lixiviados
La cantidad de los lixiviados de los rellenos sanitarios varia enormemente con su
tiempo de residencia (Wu et al. 2015), por lo tanto, éstos se pueden clasificar en funcion de

su edad como biodegradables jovenes, maduros o intermedios, y estabilizados o viejos

(Anexo 1; Tablas 3y 4).

Los lixiviados de tipo joven contienen grandes cantidades de materia organica de bajo
peso biodegradable, y concentraciones altas de acidos grasos volatiles que son producto de
la fermentacidon anaerobia que ocurre en el relleno sanitario. La alta cantidad de humedad y
agua de los residuos solidos promueve la fermentacion acida (Wang et al., 2013). La fase de
formacion de este tipo de lixiviados es la fase acido génica en la cual se da la formacion de

acidos grasos volatiles que pueden llegar a presentar hasta el 95 % del contenido organico.

Los lixiviados intermedios se caracterizan por la presencia de cargas sustanciales de
DQO (4,00-10,000 mg O2/L), una biodegradabilidad media (DBOs/DQO de 0.1 a 0.3), acidos

grasos volatiles y pH cercano a 7.

Los lixiviados viejos son resultado de la fase metano génica que se desarrollan en los
desechos (Renou et al,. 2007). Los lixiviados viejos o estabilizados poseen contaminantes de
alto peso molecular, que no son facilmente biodegradables, moderadas cantidades de DQO

(<3,000 mg O2/L), una relacion DBOs/DQO menor a 0.1 y un pH mayor a 7.5 unidades.
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2. 1. 3. Caracterizacion del lixiviado

Tomando en cuenta los estudios realizados por Rios Palacios, (2016) muestran la
caracterizacion del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar.

Concluyendo con los datos reportados en la (Tabla 1) los valores minimos y maximos
obtenidos en los lixiviados de los diferentes muestreos realizados para sus pruebas de
biosorcion.

En base a los datos presentados se puede observar que el pH de los lixiviados del
relleno sanitario de Bacalar es ligeramente alcalino pues se encuentra entre las 7.25 y 8.50

unidades.

De acuerdo con Renou et al. (2007) los lixiviados de tipo intermedio tienen un pH de
entre 6.5 y 7.5 unidades y los lixiviados estabilizados poseen un pH mayor a 7.5 unidades,
entonces, tomando en cuenta unicamente el pH, los lixiviados utilizados en el presente trabajo

es un lixiviado intermedio, caracteristicas de un lixiviado de entre 5 a 10 afios.

14



Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los lixiviados del relleno sanitario de Bacalar,
(Rios Palacios., 2016).

Parametro Rango
pH 7.25 - 8.50
DBOS5 (mg/L) 37-852
DQO (mg/L) 1407 - 1843
COT (mg/L) 196 - 221
Relacion DBO5/DQO 0.025 - 0.060
Conductividad mS/cm 5.01 - 6.70
Turbiedad (NTU) 11.9-17.4

Metales pesados (mg/L)

Hg 0.0035533
As 0.002873
Pb <LD
Cd <LD
Cu 0.2107
Cr <LD
Ni 0.269

2. 2. Ecotoxicologia

La eco-toxicologia estudia y analiza los efectos de agentes quimicos y fisicos sobre
organismos vivos, con particular atencion a poblaciones y comunidades de ecosistemas
definidos. La eco-toxicologia aplicada tiene como objeto 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 sirvan de guia a las

entidades reguladores para la toma de decisiones (Day et al., 1988).

La eco-toxicologia tiene como objetivo el desarrollo de protocolos de ensayo para ser
utilizados como herramientas de prediccion tempranas que permitan definir umbrales
permisibles. La evaluacion de riesgo ecoldgico es un proceso de asignacion de magnitudes y

probabilidades a los efectos adversos de actividades antrépicas y catastrofes naturales;
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recurre tanto a métodos predictivos para la evaluacion de la exposicion. Como de los efectos
de sustancias toxicas a distintos niveles de organizacion y escala trofica. Los ensayos de
toxicidad son los ensayos empleados para reconocer y evaluar los efectos de los
contaminantes sobre la biota. En los bioensayos se usa un tejido vivo, organismo, o grupo de
organismos, como reactivo para evaluar los efectos de cualquier sustancia fisiologicamente
activa, bajo condiciones experimentales especificas y controladas estos efectos pueden ser
tanto de inhibicion como de magnificacion, evaluados por la relacion de los organismos, tales
como la muerte, crecimiento, proliferacion, multiplicaciéon, cambios morfoldgicos,

fisiologicos o histologicos (Lopez Martinez, 2009).

2. 3. Bioensayos

Durante los ltimos afios se han desarrollado numerosos bioensayos, estandarizados
para estudiar los efectos de diversos contaminantes en el agua o en sedimentos utilizando
adultos, larvas o embriones de numerosas especies marinas, pelagicas y benténicas, como
son: anfipodos, poliquetos, copépodos, anélidos, moluscos, peces, etc.

La seleccion de los organismos indicadores en la prueba es determinada por su
relevancia, prevalencia, accesibilidad, simplicidad de mantenimiento y cultivo, bajo costo,
efectos de cuantificaciones y observaciones faciles (Angulo Poot., 2013).

En forma general, segin el objetivo de los bioensayos, se distinguen los siguientes tipos

segun Angulo (2013):

e De toxicidad (eco toxicidad). Se estudian los efectos de una sustancia o una mezcla
compleja sobre el comportamiento, reproduccion, crecimiento y la sobrevivencia de
los organismos indicadores.

e De bioacumulacion. Se evalua el potencial de bioacumulacion de xenobioticos en los
tejidos orgéanicos.

e De estimacion. Se evalta el efecto de una sustancia sobre el crecimiento poblacional
en productores primarios.

e Crecimiento corporal. Se evalia el efecto sobre la tasa de crecimiento individual

e Respuesta de la comunidad (in situ). Se evalua el efecto sobre la estructura y

composicion de las comunidades.
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Los bioensayos, son definidos como el método utilizado para evaluar la potencia
relativa de un agente toxico (quimico o no) sobre un organismo vivo, a través de la
comparacion de ese agente con el efecto de una solucion patrén o estandar. La prueba de
toxicidad corresponde al método utilizado para detectar y evaluar la capacidad de un agente
dado para producir efectos toxicos sobre los sistemas bioldgicos, es caracterizar la relacion

dosis-respuesta del agente (Escobar Malaver., 2009).

La determinacion de la concentracion letal media (CLso) indica el nivel de toxicidad
aguda de diferentes contaminantes y eso se puede realizar con ayuda de organismos de prueba
(bioensayos), los cuales para sus caracteristicas (ser sensible, de gran abundancia, tener
informacion de su comportamiento) pueden ser bioindicadores de contaminacion. Un
organismo de prueba son los poliquetos, que, por su gran abundancia y su distribucion
geografica; es considerado un organismo capaz de ayudar a evaluar la contaminacion que

existe en la bahia de Chetumal Quintana Roo.

2. 3. 1. Bioensayo de toxicidad aguda

Las pruebas de toxicidad aguda y crénica se diferencian basicamente en el nivel y
duracion de la exposicion. En los ensayos de toxicidad aguda, se expone al organismo prueba
a concentraciones de la sustancia toxica que garanticen una respuesta en un corto tiempo en
relacion con el ciclo de vida. Dado que la duracion del ciclo de vida varia segun la especie,
la extension de la prueba difiere entre 48 y 96 horas o incluso se puede prolongar por dos o
tres semanas. A pesar de que una de las mayores criticas a los ensayos de toxicidad aguda es
que altas concentraciones de contaminantes no se presentan frecuentemente en los ambientes
acuaticos, esta técnica permite inferir las fuentes principales de contaminacion, establecer el
valor antibiotico de efluentes industriales y domésticos y usar factores de aplicacion para
estimar niveles de seguridad. Ademas, este tipo de ensayos constituyen una herramienta

adecuada para establecer la sensibilidad relativa de los organismos (Sierra Ramirez., 2011).
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2. 4. Organismo de prueba

De acuerdo con el estudio de la distribucion espacial y temporal de poliquetos
(Polychaeta: Annelida) de la Bahia de Chetumal Quintana Roo (Nah Song., 2016), nos sefiala
cuales son los sitios con mayor abundancia de Laeonereis culveri para utilizarlos como
organismos de prueba, por lo que se establecid que el mejor lugar para colectar los
organismos de prueba, de acuerdo a las siguientes coordenadas: 18°31°39.07” N vy
88°15’57.52” O, debido a que es una zona libre de descargas residuales u otro tipo de

contaminante en la Bahia de Chetumal Quintana Roo.

2. 4. 1. Laeonereis culveri (POLYCHAETA)

Los poliquetos anélidos son un componente importante, a menudo predominante de
la biota marina y estuarina. En ambientes bénticos, comprenden entre el 30 y el 75 % de todas
las especies de macro invertebrados (APHA, 1992). Estos organismos son importantes no
solo para determinar si una zona estd contaminada, sino también el grado de contaminacion.
Los poliquetos se han convertido en organismos indicadores experimentales utiles en la
medicion de efectos agudos, cronicos y sub-letales, de diversos contaminantes (Salazar

Vallejo et al., 2008).

2. 4. 2. Importancia de Laeonereis culveri

Los poliquetos que son objeto de estudio en el presente trabajo, por su importancia
ecoldgica, ya que estos organismos son vitales para la estructura, produccion, dindmica y
salud de los bentos y del ambiente marino. Ademads, ayudan a la deposicion, descomposicion,
incorporacidon y recambio de materia organica en el lecho marino, contribuyendo al reciclaje
de nutrientes en la columna de agua. Desde el punto de vista de balance energético,
constituyen una fuente de alimento valiosa para muchos organismos marinos pues participan
significativamente de la cadena alimentaria de poblaciones bentonicas, y constituyen con un
80 % del alimento ingerido por algunas especies de peces de importancia econdmica (Amaral
et al., 1980). Aun cuando la importancia ecologica de estos organismos sea grande, en
Meéxico es escaso el conocimiento en el uso de pruebas eco-toxicologicas, ya que esta area

del conocimiento es relativamente reciente en nuestro pais.
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En el presente trabajo se utilizo Laeonereis culveri de la familia Nereididae que es
una de las mas importantes de la clase Polychaeta, debido a su gran diversidad y abundancia
en practicamente todos los fondos marinos de poca profundidad y debido a sus caracteristicas
morfologicas son los mas usados como indicadores. De igual manera, el motivo de su
eleccion como organismo de prueba es dado por su importancia ecoldgica, su alta
sensibilidad, su tipo de alimentacion, abundancia y su distribucién geografica en la Bahia de
Chetumal, Quintana Roo. Asi mismo, forman parte de la dieta de peces de importancia
econdmica, macro invertebrados bentéfilos de la region, los cuales son relativamente faciles

de muestrear. (Nah Song., 2016)

2. 5. Concentracion Letal Media (CLso)
Se refiere a la concentracion de la sustancia en agua, suelo o sedimento que se estima
letal para el 50 % de los organismos de ensayo. La CLsoy sus limites de confianza (95 %)

son usualmente derivados de analisis estadisticos (Catillo Morales et al. 2004).

Los resultados de las pruebas de toxicidad aguda generalmente se caracterizan por la
concentracion letal media, cuando la mortalidad es el punto final. La CLso es una estimacion
de la verdadera concentracion letal del material del ensayo para todas las especies utilizadas.
Por lo tanto, también proporciona una medida de confianza estadistica en la estimacion

puntual, con un intervalo de confianza del 95 %.

Los procedimientos paramétricos transforman los datos de dosis-respuesta de una
forma funcional conocida o que se espera antes de la determinacion de la CLso. E1 método
probit probablemente es el procedimiento mas ampliamente utilizado de calculo de CLsoy
usa la transformacion probit de los datos de mortalidad en combinacion con una técnica de
ajuste de curvas estandar. Un segundo procedimiento paramétrico utiliza una transformacion
logit de los datos de mortalidad. Las desventajas comunes de los métodos computacionales
paramétricos es que las propiedades de los datos de distribucion deben cumplir los modelos
de hipotesis o la CLso producida no se considera apropiada. Los métodos probit y logit
producen curvas dosis-respuesta simétricas, y no son validas si la verdadera curva es

asimétrica (APHA et al., 1999).
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Capitulo 111

METODOS Y MATERIALES

Determinacion de la Concentracion Letal Media ( CLsg) del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar Quintana Roo utilizando
Laeonereis culveri como bioindicador.



I11. Métodos y materiales

3. 1. Método de Campo

Se recolectaron especimenes vivos de Laeonereis culveri, del sedimento entre 5y 10
metros de distancia de la linea de costa, asi como también, sedimento y agua de la bahia para
aclimatarlos, también se colectd varias muestras del lixiviado del relleno sanitario para

evaluar su toxicidad.

Los organismos de prueba Laeonereis culveri, se colectaron en una zona libre de
descargas directas de agua residuales (18°29°38.18” N y 88°17716.37” O) como lo sugieren
Uc Peraza y Delgado Blas (2015).

Estos organismos se colectaron con ayuda de un nucleador de PVC de 11 cm de
diametro y 25 cm de largo, (Figura 2); la muestra se tamiz6 con dos aberturas de mallas de
1 y 0.5 mm. Para poder manipular facilmente y evitar fragmentacion de los organismos se
utilizaron pipetas de plastico de 3 ml de capacidad de succidén y cada organismo se colocé en
un vial con agua del sitio de muestreo, con la finalidad de que no se contraigan los organismos
y evitar el estrés de los mismos, los sedimentos se colectaron con un nucleador y se
transportaron en una bolsa de plastico sellada. Se obtuvo del mismo sitio, agua y se transportd
en un garrafon de plastico con capacidad de 20 Litros, esta agua solamente fue utilizada en
la etapa de aclimatacion. De igual forma se midieron los parametros fisicoquimicos, como la
salinidad (refractdmetro), temperatura (termometro de mercurio), oxigeno disuelto (oximetro
marca HANNA modelo HI 9142) y pH (potenciémetro HANNA modelo HI 991001), con el

fin de mantenerlos en condiciones mas semejantes a su habitat durante los bioensayos.
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Figura 2. Recoleccion de organismos de Laeonereis culveri en la Bahia de Chetumal.

3. 2. Laboratorio (Seleccion, identificacion y aclimatacion de los organismos)
Posteriormente se seleccionaron en el laboratorio los organismos adultos de
Laeonereis culveri de aproximadamente 10 a 15 mm de longitud, descartando aquellos que
presentaban una coloracion palida, tuvieran poco movimiento o se encontraban fragmentados
(Uc Peraza y Delgado Blas, 2015). La especie de estudio se identifico mediante observacion
en un microscopio Optico y un estereoscopio (Figura 3), utilizando las claves de Garcia

Garza (2009).

El material biologico que no pertenecia a la familia Nereididae fue regresado al

medio.

Figura 3. Seleccion e identificacion de organismos de Laeonereis culveri.
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Los organismos seleccionados se colocaron en peceras de 3 litros de capacidad con
agua y sedimento tratado del sitio de muestreo, con aplicacién de aireacion constante,
conservandolos a temperatura de laboratorio (25 + 1° C) y con un ciclo de luz-oscuridad
natural, donde se llevo a cabo la aclimatacion durante 2 dias completos antes de la realizacion
de los bioensayos. No se les proporciono alimento, ya que, por naturaleza, estos organismos

se alimentan de la materia organica presente en el sedimento.

Durante la aclimatacion se midieron los parametros temperatura, oxigeno disuelto,
pH y salinidad con el mismo equipo empleado para realizar las mediciones en el sitio de

muestreo.

3. 2. 1. Preparacion de sedimento

Se tamizo la muestra de sedimento recolectada en la bahia con un tamiz de abertura
de malla de 0.5 mm para su uso en las pruebas eco-toxicologicas y en la aclimatacion,
eliminando asi cualquier otro organismo presente en la muestra que pudiera depredar a los
organismos de prueba. Una vez tamizado el sedimento, se esperaron aproximadamente 30
minutos para permitir la precipitacion, después, se retird el agua sobrante del recipiente.
Posteriormente se procedi6 a refrigerar el sedimento durante 48 horas a 2° C, con el objetivo
de reducir la posibilidad de acciones de 6xido-reduccion y eliminar otros organismos no

deseados.
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Finalmente, 10 g de sedimento tratado fue introducido en los recipientes de plastico de cada
bioensayo y sus respectivas réplicas (Figura 4). Dicha cantidad proporciona
aproximadamente 5 mm de grosor de sedimento; lo cual permite realizar de forma rapida la
busqueda de los organismos durante la prueba eco-toxicoldgica y también es una cantidad

suficiente para garantizar su sobrevivencia.

Figura 4. Introduccion de 10 g de sedimento tratado en los recipientes.

3. 2. 2. Preparacion de agua salina

Se afiadi6 sal marina marca Oceanic® al agua destilada para preparar una solucion
con la misma salinidad que la del sitio de muestreo (9%). Asi, se evita la afectacion de
resultados por algun posible toxico presente en el agua de la bahia que pudiera desencadenar

una reaccion quimica con el lixiviado utilizado.
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3. 3. Recoleccion del lixiviado

El lixiviado fue extraido de la laguna de lixiviados del relleno sanitario ubicado

municipio de Bacalar que colinda en la parte Norte con el municipio de Felipe Carrillo Puerto

y al sur con el municipio de Othén P. Blanco, estd ubicado en las coordenadas geogréficas

18°42716.68” N y 88°25732.17” O. Aproximadamente a unos 30 minutos o 45 kilometros de
la ciudad de Chetumal, capital del estado (Hernandez-Pech., 2016).

Entre sus actividades econdmicas que se realizan en todo el municipio son 80% rural;

Actividad agricola: siembra de maiz, frijol, sorgo, soya y pifia

Actividad pecuaria: cria de ganado (bovino y ovino)

Actividad forestal (aprovechamiento maderable) y hortalizas (invernaderos)
Actividad apicola: produccion de miel

El otro 20 % corresponde a las actividades turisticas y de servicios. (Hernandez-Pech,
2016).

Se evalud la toxicidad del lixiviado del relleno sanitario del municipio de Bacalar del

estado de Quintana Roo. Por su ubicacion, se puede apreciar su relativa cercania a la Laguna

Azul (Figura ).

Figura 5. Mapa de ubicacion del relleno sanitario de Bacalar municipio del Estado de
Quintana Roo visto en Google Earth.
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Se realizaron varias visitas a la laguna de lixiviado del relleno sanitario de Bacalar
para la colecta del lixiviado la primera fue a principios de Junio; se colectd 4 Litros de
muestra de lixiviado por lo que pudiera suceder accidentalmente ( por ejemplo pérdida de
contaminante por error de medicion, etc. ), ésta se obtuvo directamente de la laguna del
lixiviado con ayuda de una botella de plastico de 4 Litros de capacidad; sujetada a una cuerda
de un metro aproximadamente, colocando asi, junto a la boquilla de la botella y la cuerda; un
objeto cualquiera ( una rondana con forma redonda que tenia un orificio en medio donde se
sujetd con la cuerda a la boquilla de la botella ), este sirvid de peso para el hundimiento de la
botella de esta forma se lanz6 lentamente a la laguna sin soltar el extremo de la cuerda y de
esta manera se observo cuando la botella ya estaba llena de lixiviado y posteriormente se

tenso la cuerda para obtener el lixiviado.

En la Figura 6 podemos observar la posicion, estructura y dimensiones de la laguna

de Lixiviados en Bacalar, area donde fue colectada las diversas muestras.

Figura 6. Dimensiones de la Laguna de Lixiviados del relleno sanitario de Bacalar. Vista
con Google Earth.
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El muestreo fue de un dia antes de llevar a cabo el bioensayo y se mantuvo en

refrigeracion a 4° C con el fin de mantener la calidad y propiedades del lixiviado extraido

(Figura 7).

El transporte de la muestra de la laguna del lixiviado fue en una nevera, debidamente

sellado y tapado y puesto a temperatura ambiente una hora antes de su utilizacion.

Figura 7. Recoleccion de lixiviado del relleno sanitario de la laguna de Bacalar.
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3. 4. Preparacion de bioensayos

Se colocaron 10 organismos de Laeonereis culveri seleccionados de forma aleatoria
en cada recipiente de plastico con capacidad de 250 ml, donde se habia introducido
previamente el sedimento preparado, y el porcentaje de agua salina (Figura 8). En total, se
utilizaron 60 organismos por cada camara de bioensayo exploratorio y 160 en bioensayo
definitivo. Después se esperd un tiempo de aproximadamente 15 min con el objetivo de
permitirles a los organismos introducirse en el sedimento para finalmente agregar el volumen

del porcentaje de lixiviado correspondiente.

En el control de la cdmara de bioensayo Unicamente se colocaron los 10 organismos

de prueba, sedimento tratado y 250 ml de la preparada agua salina.

Figura 8. Agregacion de lixiviado a cada uno de los recipientes.

28



3. 4. 1. Disoluciones de prueba
Dichos factores se iniciaron con los siguientes porcentajes de concentracion (100,

75,50, 25 y 12.5 %) (Tabla 2).

Posteriormente se calcul6 el volumen exacto de lixiviado y agua salina para

preparar las 5 concentraciones de cada cdmara de bioensayo, de tal manera que el volumen

total para cada una sea de 250 ml a una salinidad de 20 %.

Tabla 2. Cantidad de lixiviado y agua destilada utilizada en bioensayos.

Concentraciones Lixiviados Agua salina
48% 120 ml 130 ml
43% 107.5 ml 142.5 ml
38% 95 ml 155 ml
33% 82.5 ml 167.5 ml
28% 70 ml 180 ml
Total 475 ml = .475 Ltrs 775 ml = 775 Ltrs.

Por tres replicas

1.425 Ltrs.

2.325 Lirs.
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3. 4. 2. Realizacion de bioensayo
Los bioensayos realizados fueron a 48 horas (Figura 9), se aplicé la prueba estatica

por que la solucion de lixiviado y los organismos estudiados se colocaron en cdmaras y se
mantienen ahi todo el tiempo que dura la prueba, con aplicacion de aireacion constante y sin
alimento para los organismos, efectuando lecturas de mortalidad en los siguientes intervalos
de tiempo de exposicion: a 1, 2, 8, 16, 24, 36, y 48 horas. Los organismos muertos fueron
contabilizados y retirados de los recipientes en cada lectura de mortalidad mediante pipetas
de plastico y fueron reconocidos tomando en cuenta las consideraciones de APHA (1992):
organismos inmoviles en la superficie del sedimento, hinchados y con la coloracion palida,
un criterio para la validacion de la prueba fue que en los grupos de control tienen que
permanecer vivos al menos el 90 % de los organismos. Y se registro la lectura de mortalidad;

(Anexo 4).

Figura 9. Camara de bioensayos del lixiviado al inicio de la prueba definitiva.

Se midio6 los pardmetros fisicoquimicos de la camara de bioensayos, al momento en
cada réplica de la camara de bioensayo al inicio y al término de la prueba utilizando el mismo

equipo de medicion empleado durante el muestreo de campo.
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3. 4. 3. Registro de mortalidad
Se realizo el registro del progreso de la mortalidad en una bitacora, de los bioensayos

realizados; con la finalidad de conocer el porcentaje de concentracion donde se encuentra la

CLso. (Anexo 4).

3. 5. Calculo de la concentracion letal media (CLso)

La CLso a 48 horas del lixiviado en Laeonereis culveri se calcul6 utilizando el método
probit (APHA, 1992) con intervalos de confianza del 95 %. Los resultados se graficaron
como curvas de regresion de los valores del probit empirico contra el logaritmo de la

concentracion.

3.5. 1. Andlisis estadistico
Para conocer el comportamiento general de los datos obtenidos de las pruebas de

toxicidad aguda, se realizd un analisis estadistico exploratorio. Posteriormente se realizo la
prueba de normalidad (con el residuo de la variable mortalidad) y una vez que se cumplio el
requisito de normalidad de los datos, se procedio a llevar a cabo el analisis de varianza
ANOVA de una via con un nivel de confianza del 95 %; con la finalidad de analizar las
diferencias entre las concentraciones y las réplicas, tomando la mortalidad de L. culveri a 48

horas como la variable de respuesta

e Hipotesis nula = Ho: Los datos poseen distribucion normal.

e Hipotesis alterna = Ha: Los datos no poseen distribucion

normal.

Al denotarse diferencias estadisticas se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis

alternativa.

Los analisis estadisticos fueron realizados con un software especializado

STATISTICA en su version 7.1.
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3. 5. 2. Estimacion del grado de Toxicidad
Para determinar la toxicidad del lixiviado, se calcul6 de acuerdo con la metodologia

que establece la norma mexicana NMX-AA-112-1995-SCFI, en la cual nos indica los
procedimientos para calcular las Unidades de Toxicidad aguda (U. T.), mediante la siguiente

ecuacion:

ur x 100

~ ClLg,

La clasificacion del grado de toxicidad del Lixiviado. Se determin6 con ayuda de la

siguiente Tabla 3:

Tabla 3: Clasificacion de toxicidad basada en Unidades de Toxicidad. Fuente Saldafia et
al., 2002.

Clasificacion Toxicidad (UT)
Altamente Toxico >4
Toxico 2-4
Moderadamente tdxico 1.33—-1.99
Ligeramente toxico <1.33
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Capitulo IV

RESULTADOS

Determinacion de la Concentracion Letal Media ( CLs,) del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar Quintana Roo utilizando
Laeonereis culveri como bioindicador.



V. Resultados

Con la finalidad de mantener aclimatados a los organismos de prueba, se
determinaron los siguientes pardmetros fisicoquimicos: conductividad, densidad,

temperatura, pH, salinidad y oxigeno disuelto (Tabla 4).

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos registrados in situ.

Parametros fisicoquimicos Valores
Conductividad (CE) 23.9
Densidad (p) 1.014
Temperatura (T) 30.7
Ph 6.28
Salinidad (%) 9
Oxigeno Disuelto (ml/L) 7.6

4. 1. Bioensayos exploratorios

Se realizd primeramente un bioensayo exploratorio del lixiviado con las siguientes
concentraciones: 100, 75, 50, 25 y 12.5 % para determinar la CLso de Laeonereis culveri. El
resultado del analisis exploratorio determind que la CLso se encontraria en el siguiente rango:

48,43, 38,33 y 28 %.
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4. 2. Resultados de la mortandad de organismos en la camara de bioensayos de

lixiviados

De acuerdo con la lectura de la mortalidad de organismos de Laeonereis culveri en la
camara de bioensayo de lixiviado (Anexo 4) se obtuvieron los siguientes resultados. De un
total de 30 organismos expuestos por concentracion; en la concentracion del 28 % de
lixiviado se registraron 7 organismos muertos, constituyendo el (23.3 %) en la concentracion
del 33 % murieron 9 organismos (30 %), en la concentracion 38 % murieron 13 organismos
(43.3 %) en la concentracion del 43 % murieron 16 organismos (53.3 %), y en 48 % murieron

19, constituyendo el (63.3 %) (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de mortandad de Laeonereis culveri en la cdmara de bioensayos de
lixiviado.

No. De No. Organismos
Concentracion organismos e Mortalidad %
muertos
expuestos

Control 10 0 0%
28% 30 7 23.30%
33% 30 9 30%
38% 30 13 43.30%
43% 30 16 53.30%
48% 30 19 63.30%
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4. 3. Valor probit empirico asociado a los porcentajes de mortalidad y log

concentracion de las concentraciones de la camara de bioensayos de lixiviados.

El Logaritmo de la concentracion de 28 ml es 1.447, de 33 ml es 1.518, de 38 ml es

1.579,de 43 ml es 1.633 y de 48 es 1.681.

Los valores Probit empirico asociado a los porcentajes de mortalidad 28 % (4.26), 33

% (4.48), 38 % (4.82), 43 % (5.08), 48 % (5.33) se encuentran en la Tabla 6.

Tabla 6. Probit empirico asociado a los porcentajes de mortandad y log de las
concentraciones de la camara de bioensayo del lixiviado.

. Log de la . . .
Concentracion J - Mortalidad % Probit Empirico
concentracion
28% 1.447 23.3 4.26
33% 1.518 30 4.48
38% 1.579 43.3 4.82
43% 1.633 53.3 5.08
48% 1.681 63.3 5.33
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4. 4. Concentracio Letal media ( CLso ) de Lixiviados en Laeonereis culveri

En la Figura 10 se encuentra la grafica del logaritmo de la concentracion del lixiviado

(eje X) contra el valor probit empirico correspondiente a cada porcentaje de mortandad (eje

Y).
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Figura 10. Grafica del Log de la concentracion de lixiviado contra el valor probit.
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Seguidamente en la Figura 11, se encuentra el ajuste de la recta obtenida
correspondiente a la siguiente ecuacion y = 4.6698x - 2.5471; donde “y” es el valor probit,

“x” es el Log de la concentracion y 4.6698 es el valor de la pendiente.
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Figura 11. Recta resultante del ajuste por minimos cuadrados de Log de la concentracion
de lixiviados contra el valor probit.
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En la Figura 12 se observa la grafica de la recta ajustada por minimos cuadrados a la
cual se le traz6 una linea perpendicular al eje Y en el valor probit empirico 5, que corresponde
a un 50 % de mortalidad, y que en su punto de interseccion con la recta ajustada se proyectd
hacia el eje X, lo cual nos indica el Log de la concentracion de lixiviado que elimina la mitad

de la poblacion de L. culveri (Log CLso), que en este caso es de 1.6161.

5.33
5.08

Probit empirico
w

N

1.6161 J/

1.4 1.45 1.5 1.55 1.6 1.65

Log de la concentracion de lixiviado

Figura 12. Representacion gréafica de Log de la CLsp a 48 horas del lixiviado en L. culveri.

Al aplicar el Antilogaritmo al Log de la CLso se obtuvo el valor de la CLso a 48 h del

lixiviado en L. culveri con un intervalo de confianza del 95 %, el cual es de 43.31426 ml/L.
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4. 5. Andlisis estadistico de la camara de bioensayo de lixiviado

Al realizar el analisis estadistico exploratorio de la wvariable dependiente

(mortalidad) se encontraron los valores de la Tabla 7.

Tabla 7. Estadistica descriptiva de la variable dependiente nimero de muertos de la
camara de bioensayo de lixiviado

Variable dependiente Mortalidad
No de valores 6
Media 10.6667
Limite de confiabilidad inferior 95% 35.3333
Limite de confiabilidad superior 95% 50
Mediana 11
Minimo 0
Méximo 19
Amplitud 19
Varianza 46.66667
Desv. standar 6.831301
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Se encontré que el comportamiento de los datos de la variable dependiente tiene una
distribucion normal mediante el test de normalidad de Shapiro-Wilk ( W = 0,960422, P =
0,776943 ) al cumplirse la condicion p > 0.05. De forma grafica se puede observar que los
valores esperados de normalidad se encuentran dentro del elipse de confianza del 95 %

(Figura 13).

MNormal Prob. Plot; Raw Residuals
Dependent variable: Mortandad
(Analysis sample)
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] ] ] H
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Figura 13. Normalidad y elipse de confianza del 95 % de la variable dependiente de la
camara de bioensayo del lixiviado.
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El andlisis de varianza ANOVA demostrd que existen diferencias significativas (p
< 0.05) entre las concentraciones de Lixiviados y su mortalidad respectiva (Figura 14). Por
el contrario, al realizar el mismo andlisis entre las 3 réplicas y su mortalidad se encontr6 que

no existen diferencias significativas (p > 0.05) como se muestra en la Figura 15.

Mean Plot (Spreadsheet2 2v*18c)

Mortalidad

O Mean
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Figura 14. Promedio y errores estandar de organismos muertos por concentracion de
lixiviados.
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Figura 15. Promedios y errores estandar de organismos muertos por réplica de la cAmara
de bioensayo de lixiviado.
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4. 6. Clasificacion de la Toxicidad del Lixiviado

El valor de la CLso a 48 horas del lixiviado en L. culveri se emple6 para obtener las
unidades de toxicidad (U.T. = 2.4201897), lo cual, comparado con la clasificacion de
toxicidad basada en unidades de toxicidad por medio de formula sefialada por (Saldana et al.,

2002) se obtuvo que el lixiviado se clasifica como Toxico para dicho organismo utilizado de
prucba (Tabla 8).

UT = x 100

Tabla 8. Clasificacion de Toxicidad del lixiviado en L. culveri.

Clasificacion Toxicidad (U.T.)

Toxico 2.42018974
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Capitulo V

DISCUSION

Determinacion de la Concentracion Letal Media ( CLso) del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar Quintana Roo utilizando
Laeonereis culveri como bioindicador.



V. Discusién

Existe el riesgo de que estos lixiviados causen efectos adversos a los organismos del
sistema acudtico, principalmente a los organismos del bentos, debido a sus caracteristicas de
reducida o nula locomocion y su alimentacion, por lo que son mas vulnerables al grado toxico
del lixiviado (Wallace et al., 1993), ya que los sedimentos constituyen un reservorio natural
de contaminantes (Rojas-Mayorquin, 2011). La toxicidad presente puede deberse a efectos
resultantes de la interaccion de uno o mas sustancias presentes en las muestras ensayadas
(Torres-Rodriguez et al., 2006) o relacionarse a la edad del lixiviado (Rivera-laguna et al.,

2013).

Flores-Tena et al. (2010), evaluaron la toxicidad de lixiviados de biosdlidos en
Nannochloris oculata, Oreochromis niloticus, Lecane quadridentata y Limnodrilus
hoffmeisteri. Resultando, O. niloticus mas sensible con una CLso al 8.6 % de concentracion,
L. quadridentata al 42.4 % y por sus caracteristicas morfologicas similares a la especie
estudiada L. hoffmeisteri, presenta una gran tolerancia a los lixiviados, ya que al 80 % de
concentracion se registra un 6 % de mortalidad, pudiendo relacionarse las muertes de esta
especie a factores de pH y salinidad, debido a que sus rangos de tolerancia de pH oscilan
entre 6.5 y 8.5, y el pH del lixiviado ensayado fue de 8.92. Por su parte los especimenes de
L. culveri ensayado en este trabajo toleran un pH alrededor de 6.28, por lo que las muertes
pudieron deberse a la perturbacion de los rangos de tolerancia del mismo. L. culveri ya que

resultd ser mas sensible a los lixiviados, presentando una CLso de 41.31 %.

Las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas de los lixiviados mantienen una
estrecha relacion con su edad (Foley et al., 2012), por ejemplo, el pH aumenta conforme
aumenta la edad del lixiviado, mientras que la DQO, DBO y COD tienden a disminuir
(Rivera-laguna et al, 2013). En el estudio efectuado por Rivera-Laguna et al. (2013)
determinaron la toxicidad de lixiviados empleando como bioindicador a Daphnia pulex, en
pruebas estaticas y agudas a 48 horas, obtuvieron una CLso de 83.1, 47.7 y 27.7 % de
concentracion para el lixiviado joven, intermedio y maduro, respectivamente; la CLso del
lixiviado del presente estudio es de 41.3 %, mismo que concuerda con la edad del lixiviado,

entre intermedio y maduro, de igual forma es indicativo que D. pulex y L. culveri presentan
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una sensibilidad similar ante el contaminante ensayado. La toxicidad y la edad de los
lixiviados mantienen una relacion inversamente proporcional, debido a que mayor edad del

lixiviado es menos toxico.

Las caracteristicas de los lixiviados son muy variables, lo que puede atribuirse a la
interaccion de muchos factores, como son la composiciéon y edad de los residuos, la
disponibilidad de oxigeno y la humedad, el disefio y la operacion del vertedero, la tasa de
precipitaciones, la hidrologia del lugar, la compactacion, el disefio de la cobertura, los
procedimientos de muestreo y la interaccion entre los lixiviados y el ambiente (Vazquez
Godina et al., 2001) de acuerdo a los componentes de lixiviados procedentes de rellenos
sanitarios se observa que predominan las concentraciones tipicas mas altas de los compuesto
organicos; la demanda quimica de oxigeno (DQO) con 18, 000 mg/L, demanda bioquimica
de oxigeno (DBOs) de 10, 000 mg/L y carbon orgénico total (COT) de 6, 000 mg/L, estas
cifras son indicativas de la cantidad de materia orgénica presente en el contaminante, misma

que pudo contribuir a la mortandad de L. culveri.

En el analisis de comportamiento sobre los lixiviados generados en un vertedero de
residuos solidos de la ciudad de la Habana Espinosa-Lloréns et al (2010), observéd que las
concentraciones de DQO y DBO durante la época de lluvia son mayores que las obtenidas
en época de secas, relacionandose a la presencia de grandes cantidades de materia orgénica
debido a la ausencia de sistemas de recogida clasificada de los residuos solidos urbanos
(RSU). Este estudio se efectu6 dentro la época de secas (Junio), obteniéndose una CLso en
41.31%, sin embargo esto no es indicativo que en época de lluvia deba presentarse una
toxicidad menor, que en teoria deberia ser, ya que el lixiviado tendria més edad, ademas de
que las lluvias diluirian a esta misma; puede presentarse una toxicidad mucho mayor, ya que
los componentes del lixiviados no son controlados, ademas que varian de acuerdo al residuos
solido que se encuentre depositado en el relleno sanitario, ademés de la actuacion de otros

factores, Espinosa-Lloréns et al (2010).

Uc-Peraza y Delgado-Blas (2011) utilizaron la especie L. culveri para evaluar la
toxicidad de 4 detergentes de diferentes marcas Foca® se obtuvo una CLso de 0.01288 ml,
Blanca Nieves® una CLsode 0.01303 ml, Roma® una CLsode 0.01348 ml y Puro Sol® una

CLsode 0.01412 ml, en el presente estudio L. culveri es mas resistente a la toxicidad de los
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lixiviados que a la de los detergentes ya que se obtuvo una CLso de 103.29 ml. Algunos
detergentes aun no siendo tdéxicos, pueden actuar de manera sinérgica alcanzando su
potencial téxico, ademas el activo LAS tiende a precipitarse y adherirse en las principales
fuentes de alimentacion de estos organismos (Uc-Peraza y Delgado-Blas, 2011), razon por la
cual L. culveri es mas sensible a los detergentes, y mas tolerante a los lixiviados, ya que estos

contaminantes se estabilizan con el paso del tiempo.

El célculo de las unidades de toxicidad por Nah Song, (2016) de siete efluentes que
desembocan en la Bahia de Chetumal Quintana Roo con organismos L. culveri introducidos
en diversas concentraciones de cada uno de los efluentes, monitoreados por los efectos de
mortalidad, obtuvo como resultado el grado de toxicidad va en escala de ligeramente toxico
a muy toxico, presentando el siguiente orden secuencial en unidades de toxicidad: Dina (1)
< Mega escultura (1.90) < Sam’s (3.16) < Poder judicial (3.31) < Chevrolet (3.71) <
CETMAR (5.12) < Muelle fiscal (5.71). En el presente estudio se calculd el grado de
toxicidad de las diversas concentraciones del lixiviado (48, 43, 38, 33 y 28 %), con la misma
especie clasificando el resultado de acuerdo en unidades de toxicidad por medio de formula
sefialada por (Saldafa et al., 2002) se obtuvo que el lixiviado se clasifica de acuerdo a la
NOM-052-2005 como un residuo peligroso, dando como resultado (2.42) y que comparado
con la estimacion del indice de toxicidad con los efluentes que desembocan en la bahia de
Chetumal se encuentra entre los resultados de Mega escultura (1.90) y Sam’s (3.16), es
notable que los 2 efluentes antes mencionados y la unidad de toxicidad del lixiviado son
similares por lo que permite pensar que estos mismos efluentes tienen un grado toxico
importante y considerados perjudiciales a la salud humana, por ende los que resultaron con

un numero mayor en unidades de toxicidad a estos.

El impacto del lixiviado de rellenos sanitarios potencialmente pueden contaminar el
acuifero freatico, ya que la composicion idnica de las aguas subterraneas difiere de las
superficiales, fuertemente impactadas por el lixiviado asi mismo la composicion del agua
subterranea que tomaron con perforaciones ubicadas a menos de 250 m de relleno, a entre
250 y 500 m y a mas de 500 m determinaron coeficientes que expresan la carga de
contaminante del lixiviado: conductividad eléctrica, concentracidon de cloruro, concentracion

de amonio, DBO y DQO. En base a esto la gran cantidad de lixiviado es drenado
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superficialmente por el curso que desemboca a la zona costera, por ello se cree que si no se
toman medidas pertinentes para el tratamiento y disposicion final adecuada de los vertederos

de lixiviados afectaran directamente los cuerpos de agua y con ello los ecosistemas.

Existen diferencias significativas entre las concentraciones y la mortalidad del
lixiviado, ya se observa que a mayor concentracion se registra una mortalidad mas temprana,
Calderon- Ruiz, (2017) senala la mortalidad relacionada conforme aumenta la concentraciéon
de los plaguicidas estudiados con Capitella cf. capitata, puesto que existieron diferencias
significativas (p < 0.05) en la mortalidad de las diferentes concentraciones de las ambas
camaras de bioensayos, asi como también una investigacion registrada por Nah Song, (2016),
sefiala que de acuerdo con la mortandad registrada en los bioensayos con L. culveri en los
siete efluentes evaluados y en los diferentes niveles de concentracion a los que fueron
expuestos, estos; mostraron diferencias significativas al aplicar el analisis estadistico
ANOVA (p <0.05), por lo que indica que el comportamiento de la mortalidad fue diferente
en cada tratamiento y en los diferentes niveles de concentracion, esto probablemente se deba
a la diversidad de sustancias que contienen las aguas residuales que son vertidas en cada uno

de los efluentes.

El poblado de Bacalar tiene un tipo de suelo muy permeable Garcia- Gil y Graniel-Castro
(2000), senala altos niveles de rocas calizas es por ello la importancia del tratamiento de los
lixiviados, por lo que se cree que en temporadas de lluvias se percola el lixiviado con mayor
facilidad al manto acuifero y por la alta composicion de contaminantes constituyentes del
lixiviado pueden afectar a gran medida a los organismos del bentos y por ende a los

ecosistemas.
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Capitulo VI

CONCLUSIONES

Determinacion de la Concentracion Letal Media ( CLso) del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar Quintana Roo utilizando
Laeonereis culveri como bioindicador.



V1. Conclusiones

0 Mediante las pruebas de toxicidad aguda con organismos de Laeonereis culveri se
obtuvo la CLso a 48h del lixiviado perteneciente al relleno sanitario de Bacalar

Quintana Roo con valor de 41.31% de concentracion.

0 De acuerdo a las Unidades de Toxicidad obtenidas del lixiviado en el presente estudio

se clasifica como Toxico (U. T. =2.42).

0 Los bioensayos eco toxicologicos mostraron que L. culveri fue mucho mas sensible
expuesto a 48 h al lixiviado del relleno sanitario, que otros organismos acuaticos, por

lo que pueden ser buenos bioindicadores de presencia de toxicidad en lixiviados.

0 Los lixiviados derivados del amontonamiento de los residuos sélidos presentan un
peligro para la vida acudtica, ya que si estos llegan a un cuerpo de agua tienen la
probabilidad de que causen dafio, particularmente donde no se tenga un manejo

adecuado para su disposicion final.
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VI1Il. Recomendaciones

- Serecomienda el empleo de Laeonereis culveri en bioensayos de ecotoxicidad debido

a su facil manejo, y sensibilidad.

- Realizar bioensayos de toxicidad aguda de lixiviados con otras especies de la Bahia

de Chetumal Quintana Roo.

- Es importante utilizar mas organismos para evaluar la toxicidad de los lixiviados
como peces, crustaceos, moluscos y plantas acudticas, con la finalidad de generar
informacion eco-toxicoldgica con la utilizacion del lixiviado del mismo relleno

sanitario.

- Realizar bioensayos de tipo cronico, o sub-letal, para conocer mas sobre los efectos
del lixiviado nuevo, medio y viejo. También investigar sobre los efectos sobre
sistemas (nervioso, respiratorio, inmune, circulatorio y excretor), 6rganos, biomasa,

crecimiento, comportamiento y reproduccion.

- Evaluar la toxicidad de los lixiviados en cada temporada estacional (lluvias, secas y

nortes).

- Debido a que los lixiviados se componen de diversas sustancias, se recomienda
realizar la evaluacion eco-toxicologica de cada uno de los compuestos que conforman
el lixiviado y de esta manera tener una idea mas cercana de cual sustancia tiene mayor

afectacion.
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IX. Anexos

Anexo 1. Tablas de datos.

Componente organico

Concentracion reportada en

Componente organico

Concentracion reportada en

lixiviados (mg/L) lixiviados (mg/L)
Minima Maxima Minima Maxima
Acetona 8 11000 1, 4 - Diclorobenceno 1 52.1
Acroleina 270 270 Diclorodifluorometano 10.3 450
Benceno 4 1080 1, 1 - Dicloroetano 4 44000
Bromometano 170 170 1, 2 - Dicloroetano 1 11000
Butanol 10000 10000 Cis - 1, 2 - Dicloroetano 190 470
1-Butanol 320 360 trans - 1, 2 - Dicloretano 2 4800
2-Butanona 110 27000 1, 2 - Dicloropropano 0.03 500
Butil bencil fenol 21 150 1, 3 - Dicloropropano 18 30
Endrin 0.04 50 Dietil ftalato 3 330
Clorobenceno 1 685 2, 4 - Dimetil fenol 10 28
Cloroetano 11.1 860 Ftalato de dimetilo 30 55
2-Cloronaftaleno 46 46 4,4’- DDT 0.042 0.22
2-Cloroetil vinil éter 2 1100 Etanol 23000 23000
Cloroformo 7.27 1300 Etilacetato 42 130
Clorometano 170 400 Etibenceno 6 4900
Bis (clorometil) éter 250 250 Bis (2 - etil hexil) ftalato 16 750
Bis (2 - Cloroetiltio) metano 18 25 2 - Hexanona (metil butil quetona) 6 690
p - Cresol 45.2 5100 Isoforona 4 16000
2,4-D 7.4 220 Lindano 0.017 1.023
1, 1, 2, 2 - Tetracloroetano 210 210 4 - Metil - 2 - Pentona (metil 10 710
isobutil quetona)
Dibrometano 5 5 Diclorometano 2 220000
Di- N - Butil ftalato 12 150 Naftaleno 2 202
1, 2 - Dicloroetileno 3 21.9 Nitrobenceno 4 120
Tetracloroetileno 2 620 4 - Nitrofenol 17 17
Tetrahidrofurano 18 1300 Pentaclorofenol 3 470
Tolueno 5.5 18000 Fenol 7.3 28000
Toxafeno 1 1 1 - Propanol 11000 11000
1, 1, 1 - Tricloroetano 1 13000 2 - Propanol 94 26000
1, 1, 2 - Tricloroetano 30 630 Tricloroetileno 1 13000
Cloruro de vinilo 61 Triclorofluorometano 4 150
Tetracloruro de carbono 397.5 1, 2, 3 - Tricloropropano 230 230
Xilenos 32 310

Tabla 1. Anexo 1: Compuestos Organicos reportados en Lixiviados de Rellenos sanitarios
(Scopiu y Gravilescu., 2010).
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Indicadores Concentracion reportada en C(_)ntan]in_antes Concentracién reportada en
Lixiviados (mg/L) INOrganicos Lixiviados (mg/L)
Minima Maxima Minima Méxima
Alcalinidad 470 57,850 Aluminio 0.01 5.8
Amonio 0.93 1,200 Antimonio 0.0015 47
DBOS5 7 29,200 Arsénico 0.0002 0.928
DQO 42 50,450 Bario 0.08 5
Calcio 95.5 2,100 Berilio 0.001 0.01
Cloruros 31 5,450 Cadmio 0.0007 0.15
Fluoruros 0.11 302 Cromo total 0.0005 1.9
Hierro 0.22 2,280 Cobalto 0.04 0.13
Fosforo 0.29 117 Cobre 0.003 2.8
Potasio 17.8 1,175 Cianuro 0.004 0.3
Sulfato 8 1,400 Plomo 0.005 1.6
Sodio 12 2,574 Magnecio 74 927
SDT 390 31,800 Mercurio 0.0001 0.0098
SST 23 17,800 Niquel 0.02 2.227
Vanadio 0.009 0.029
COT 20 14,500 e 0.03 350

Tabla 2. Anexo 1: Indicadores y componentes inorganicos de

sanitario. Fuente: Schiopu y Gavrilescu (2010).

lixiviados de relleno

Caracteristica Joven Intermedio Viejo
Fase Aerdbica y acida Metanogénica
Edad (afios) <1 1-5 >5
pH <6.5 6.5-7.5 >17.5
DQO (mg/L) > 15,000 3,000 - 15,000 < 3,000
Relacion DBO5/DQO 0.5-1.0 0.1-0.5 <0.1
Metales pesados
(mg/L) >2 <2 <2
Compuestos organicos 80 % AGV 5-30% AGV + SH SH
Biodegradabilidad Importante Media Baja

AGV: acidos grasos volatiles; SH: acidos himicos y fulvicos

Tabla 3. Anexo 1: Clasificacion de los lixiviados de relleno sanitario de acuerdo a su edad,
segun Abbas et al., (2009), Deng (2009) y Li et al., (2010).
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Caracteristica Joven Intermedio Viejo

Edad (afios) <5 5-10 >10
pH <6.5 6.5-75 >17.5

DQO (mg/L) > 10,000 4,000 - 10,000 <4,000
Relacion DBOS5/DQO >0.3 0.1-0.3 <0.1
Metales pesados (mg/L) Baja-Media Baja
Compuestos organicos 80 % AGV 5-30% AGV + SH SH
Biodegradabilidad Importante Media Baja

AGV: acidos grasos volatiles; SH: acidos himicos y fulvicos

Tabla 4. Anexo 1: Clasificacion de los lixiviados de relleno sanitario vs edad, segin Renou
et al., (2007).

Parametro Método

Demanda Quimica de Oxigeno NMX-AA-30-SCFI-2001

Demanda Bioquimica de Oxigeno NMX-AA-028-SCFI-2001

Carbono Organico Total Meétodo directo Test'N tube 10128 HR HACH
pH NMX-AA-008-SCFI-2011

Conductividad NMX-AA-093-SCFI-2000

Turbiedad NMX-AA-038-SCFI-2001

Metales pesados NMX-AA-051-SCFI-2001

Tabla 5. Anexo 1: Paradmetros medidos de los lixiviados y métodos utilizados en su
medicion segun (Rios Palacios., 2016).
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Datos tipicos de la composicidn de los lixiviados procedientes de los rellenos sanitarios nuevos y antiguos

Constituyentes Relleno sanitario nuevo (menos de 2 afios) o ]
Relleno sanitario antiguo
Rango Tipico (mayor de 10 afios)
DBOS5 (Demanda Bioquimica de Oxigeno) 2,000-30,000 10,000 100-200
COT (Carbono Organico Total) 1,500-20,000 6,000 80-180
DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) 3,000-80,000 18,000 100-500
SST (Selidos Suspendidos Totales) 200-2,000 500 100-400
Nitrogeno Organico 10-800 200 80-120
Nitrogeno Amoniacal 10-800 200 20-40
Nitrato 5-40 25 5-10
Fosforo total 5-100 30 5-10
Ortofosfato 4-80 20 4-8
Alcalinidad como CaCO3 1,000-10,000 3,000 200-1,000
pH 45-5.7 6 6.6-7.5
Dureza total como CaCO3 300-10,000 3,500 -
Calcio 200-3,000 1,000 100-400
Magnesio 50-1,500 250 50-200
Potacio 200-1,000 300 50-400
Sodio 200-2,500 500 100-200
Cloruros 200-3,000 500 100-400
Sulfatos 50-1,000 300 20-50
Hierro total 50-1,200 60 20-200

Todos los valores estan en mg/L, excepto el pH que no tiene unidades.

Tabla 6. Anexo 1: Datos tipicos de la composicion de los lixiviados procedentes de los
rellenos sanitarios nuevos y antiguos (Vazquez Godina 2001).
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Caracteristicas promedio de los lixiviados en las 2 estaciones de muestreo en 2004

Indicador Unidades Estacion lluvia Estacion seca
pH - 7.93 8.1
T °C 29.8 29.53
CE uS cm'1 7542 8800
OD mg L1 0.57 0
DBOS5 mgL-1 776 902
DQO mg L1 1188 2011
Acidez mglL1 213 250
Alcalinidad mg L1 923 1190
P total mglL-1 8.82 68.5
N am mg L1 50.54 104.69
N total mgL1 72.56 146.13
N-NO02 mglL-1 0.02 0.23
N-NO3 mglL-1 0.01 0.36
Grasas y aceites mg L1 1.23 3.93
Fenoles mg L1 0.08 0.27
SDT mglL-1 4652 6202
SST mgL-1 341 629
STV mg L1 1969 1293
As mgL1 0.08 0.23
Cd mgL1 0.01 0.02
Cu mg L1 0.15 1.4
Hg-T mg L1 0.05 0.3
Pb mglL-1 0.11 0.71
Zn mg L1 0.24 6.2
Cr+6 mgL-1 0.31 0.12
CN-T mg L1 0.06 0.05
Detergentes mg L1 0.24 0.75
Color ucC 3878 6958
Turbidez UNT 138.78 289.1
Coliformes Totales NMP/100ml 1.71E+05 5.93E+01
Coliformes Fecales NMP/100ml 2.61E+04 4. 98E+01

Tabla 7. Anexo 1: Caracteristicas promedio de los lixiviados en las estaciones de muestreo
(Espinosa Lloréns et al., 2010).
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Anexo 2: Figuras de las baterias de la preparacion de los bioensayos exploratorios y
definitivos.

Figura 1. Anexo 2: Representacion de la bateria de bioensayo para las pruebas
exploratorias Ay B.
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Figura 2. Anexo 2: Representacion de la bateria de bioensayo para las pruebas definitivas.
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Figura 3. Anexo 2: Pila de bioensayo exploratorio de 100, 75, 50, 25, 12.5% y un blanco
de concentracion de lixiviado en 500ml.

Figura 4. Anexo 2: Segunda Pila de bioensayo exploratorio de 100, 75, 50, 25, 12.5% y un
blanco de concentracion de lixiviado en 250ml.
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Figura 5. Anexo 2: Tercera Pila de bioensayo exploratorio de 48, 43, 38, 33, 28% y un
blanco de concentracion de lixiviado en 250ml.

Figura 6. Anexo 2: Cuarta Pila de bioensayo definitiva de 48, 43, 38, 33, 28% y un blanco
de concentracion de lixiviado en 250ml.
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Anexo 3: Figuras de la laguna de Lixiviado evaluado (A), (B) y la técnica de extraccion

(©)(D).

(A) (©)

B
(B) D)
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Material (E), aclimatacion (F) y extraccion del organismo de prueba (G) Y (H).

) (F)

©) (H)
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Anexo 4: Tablas de mortandad obtenidas de los bioensayos exploratorios y definitivos.

Concentracion Horas Muertos Vivos
1 2 8 16 24 36 48 '
100% 1 2 7 0 0 0 0 , 10 0
75% 0 0 3 0 0 2 3 , 8 2
50% 0 0 2 0 0 2 2 , 6 4
25% 0 0 0 0 0 2 0 , 2 8
12.50% 0 0 0 0 0 1 0 1 9
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 10
27 33
Tabla 8. Anexo 4: Prueba exploratoria 1
Concentracion Horas Muertos Vivos
1 2 8 16 24 36 43 .
48% 0 0 1 1 2 0 2 , 6 4
43% 0 0 1 0 3 0 1 , 5 5
38% 0 0 0 0 3 1 0 . 4 6
33% 0 0 1 0 1 1 0 , 3 7
28% 0 0 0 0 1 1 0 2 8
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 10
20 40

Tabla 9. Anexo 4: Prueba exploratoria 2
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REPLICA 1
Concentracion Horas Muertos Vivos
1 2 8 16 24 36 48
y

48% 0 0 0 2 1 2 2' 7 3
43% 0 0 0 1 2 3 0' 6 4
38% 0 0 0 0 1 3 1' 5 5
33% 0 0 0 0 1 2 0' 3 7
28% 0 0 0 0 0 1 1 2 8
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 10

23 37

Tabla 10. Anexo 4: Primera réplica de la prueba definitiva
REPLICA 2
Concentracion Horas Muertos Vivos
1 2 8 16 24 36 48'

48% 0 0 0 1 3 2 0' 6 4
43% 0 0 0 0 2 2 1' 5 5
38% 0 0 0 2 0 0 2' 4 6
33% 0 0 0 1 0 1 1' 3 7
28% 0 0 0 0 0 1 1 2 8
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 10

20 40

Tabla 11. Anexo 4: Segunda réplica de la prueba definitiva
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REPLICA 3
Concentracion Horas Muertos Vivos
16 24 36 48

48% 1 1 3 1 6 4
43% 1 2 2 0 5 5
38% 1 2 0 1 4 6
33% 0 1 1 1 3 7
28% 0 1 1 1 3 7
Control 0 0 0 0 0 10

21 39

Tabla 12. Anexo 4: Tercera réplica de la prueba definitiva
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Anexo 6: Organismo de prueba utilizado.

Laeonereis culveri

Reino: Animal
Phylum: Ammelida
Clase: Polichaeta
Orden: Phyllodocida
Familia: Nereididae

Género: Nereis

Determinacion de la Concentracion Letal Media ( CLs,) del lixiviado del relleno sanitario de Bacalar Quintana Roo utilizando
Laeonereis culveri como bioindicador.
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