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RESUMEN

El triclosdn es un producto quimico antibacteriano y fungicida, actualmente es
considerado como un contaminante emergente por su amplio uso en diferentes productos
de limpieza personal (jabones, geles, pastas dentales, etc.) y por su persistencia en el
ambiente acuatico ain luego del tratamiento de aguas servidas domésticas. El objetivo
del estudio fue determinar el efecto toxicoldgico del triclosan sobre Daphnia pulex (pulga
de agua) y Lactuca sativa (lechuga) mediante bioensayos. El estudio fue experimental
conducido bajo un disefio en bloque completamente al azar (DBCA) en dos bioensayos,
se utilizaron seis concentraciones de triclosan y tres tiempos de exposicion, la evaluacién
de toxicidad aguda fue sobre un organismo animal y otro vegetal, la variable de respuesta
fue la mortalidad y crecimiento de plantulas respectivamente, para los célculos de
concentracion letal media (CLso) se utilizé andlisis de regresion no lineal y prueba de
rango maltiple. Los resultados fueron: la concentracion letal media (CLso) del triclosan
sobre Daphnia pulex (pulga de agua) analizada mediante bioensayo, fue estimada en
0.17938 g-I" de triclosan, el intervalo inferior al 95% de confianza es de 0.06036 g-1*y
el intervalo superior de 0.28704 g-I. La concentracion de inhibicion media (CLso) del
triclosan sobre plantulas de Lactuca sativa (lechuga), fue estimada en 6 g-1"* de triclosan.
La concentracion con efecto adverso no observable (NOAC) del triclosan sobre Daphnia
pulex (pulga de agua) fue estimada en 0.1 g-I*, y para Lactuca sativa (lechuga) fue
estimada en 2 g-I? de triclosan. Se concluye que el triclosan muestra un efecto
toxicologico sobre un organismo animal y otro vegetal, provocando mortalidad en el

primero e inhibiendo el crecimiento en el segundo.

Palabras clave: Bioensayos, Daphnia pulex, Lactuca sativa, toxicidad y triclosan.
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ABSTRACT

Triclosan is an antibacterial and fungicidal chemical, currently considered an emerging
contaminant due to its wide use in different personal cleansing products (soaps, gels,
toothpastes, etc.) and for its persistence in the aquatic environment even after treatment.
of domestic wastewater. The objective of the study was to determine the toxicological
effect of triclosan on Daphnia pulex (water flea) and Lactuca sativa (lettuce) by
bioassays. The study was conducted experimentally under a completely random block
design (DBCA) in two bioassays, six concentrations of triclosan and three times of
exposure were used, the acute toxicity evaluation was on an animal organism and another
vegetable, the response variable was the mortality and gowth of seedlings respectively,
for the calculations of mean lethal concentration (LCso) used non-linear regression
analysis and multiple-range test. The results were: the mean lethal concentration (LCso)
of triclosan on Daphnia pulex (water flea) analyzed by bioassay, was estimated at 0.17938
g-I"? tricloséan, the interval lower than 95% confidence is 0.06036 g-1"* and the upper
interval of 0.28704 g-I"Y. The mean inhibition concentration (LCso) of triclosan on
seedlings of Lactuca sativa (lettuce), was estimated at 6 g-I' of triclosan. The
concentration with unobservable adverse effect (NOAC) of triclosan on Daphnia pulex
(water flea) was estimated at 0.1 g-1"%, and for Lactuca sativa (lettuce) it was estimated at
2 g-I"! triclosan. It is concluded that triclosan shows a toxicological effect on an animal
organism and another vegetable, causing mortality in the first and inhibiting gowth in the

second.

Key words: Bioassays, Daphnia pulex, Lactuca sativa, toxicity and triclosan.
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INTRODUCCION

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), en el
afio 2016 emitié un comunicado, en el que dié a conocer que no se podran comercializar
jabones antibacteriales y geles de bafio de venta libre que contengan diecinueve
ingredientes, entre los que se incluye el triclosan y triclocarban; esto debido a que los
fabricantes no han presentado informacién que demuestre que su uso a largo plazo fuera
mas seguro y eficaz que el uso del jabdn tradicional frente a la prevencion y la

propagacion de ciertas enfermedades (Ministerio de Salud, 2017).

Sin embargo el Per( por pertenecer a la Comunidad Andina de Naciones (CAN), todos
los productos cosméticos se encuentran regulados por normas supranacionales, por lo que
con la informacién disponible a la fecha, los paises andinos inician consultas para evaluar
el uso de los ingredientes triclosan y triclocarban en base a pruebas cientificas, analizar
la informacidn disponible y tomar una decision, por lo que la situacion actual en el pais
es el de realizar investigaciones que aporten pruebas efectivas respecto al efecto
antibacteriano del triclosan, pero adicionalmente evaluar su toxicidad y efectos negativos
a organismos vivos de los ambientes naturales a los cuales son vertidas aguas servidas

con esta sustancia (Ministerio de Salud, 2017).

Por lo que el presente estudio busca contribuir con la evaluacion de este contaminante
emergente (Triclosan), mediante ensayos de toxicidad aguda utilizando organismos vivos
(bioensayos), un organismo animal y otro vegetal ya utilizados en estudios de toxicidad,
los resultados permitirdn establecer cudl es la toxicidad de esta sustancia, determinando
la concentracién letal media para los dos organismos de prueba, asi mismo permitird
determinar cudl es la concentracion sin efecto adverso, contribuyendo con informacion
cientifica que permita tomar decisiones sobre el uso del triclosan y los efectos del mismo

en organismos Vivos.

La utilizacion de organismos vivos en los ensayos de toxicidad, responde a una
observacion mas directa sobre el efecto que tendrian los efluentes contaminantes sobre
los cuerpos de agua receptores, de forma tal que se pueda estimar pardmetros de
importancia como la concentracion letal media de sustancias toxicas (CLso), asi como la
concentracion sin efecto adverso observable (NOAC). Los ensayos de toxicidad se llevan
a cabo con componentes vegetales como son las semillas de lechuga y en organismos

vivos propios del ecosistema acuaticos como es la pulga de agua, en el presente estudio
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utilizamos las semillas de lechuga para evaluar el efecto inhibitorio que produce una
sustancia toxica como el triclosan sobre dos partes de la semilla (radicula e hipocotilo),
mientras que para la pulga de agua se estudia el efecto tdxico de la misma sustancia

expresado en la mortalidad producida por el mismo (US EPA, 2002).

En otros paises se ha evidenciado los problemas de toxicidad del triclosan en organismos
acuaticos (Europa), sin embargo en nuestro medio su efecto toxico sobre organismos
vivos no ha sido estudiado a profundidad, por lo que el presente estudio presenta
resultados inéditos y actualizados del efecto de esta sustancia sobre dos organismos vivos,
llegando a conclusiones sobre el efecto toxico asi como determinacion de los principales
parametros del mismo, como son la concentracion letal media, efecto inhibitorio y

concentracion sin efecto adverso (Singer, 2002).

El presente documento de investigacion, inicia con una introduccion del tema de estudio,
en el Capitulo I realizamos una revision exhaustiva de la literatura relevante sobre el tema
y los antecedentes del mismo; en el Capitulo Il se muestra el planteamiento del problema,
de cuya percepcion inicial inici6 el proceso investigativo; en el Capitulo 111 presentamos
los materiales y métodos utilizados en el desarrollo del estudio, especificando el lugar de
estudio, poblacidn, muestra, métodos y su descripcidn para cada objetivo especifico de la
investigacion; en el Capitulo IV exponemos los resultados y discusidn, presentandolos en
tablas y figuras, realizando una descripcion de los mismos y su respectivo analisis
estadistico, posteriormente se realiza la discusion de los mismos, en relacion con la
literatura revisada; finalmente se presenta las conclusiones derivadas de los resultados,
las recomendaciones pertinentes y la bibliografia utilizada, en los anexos se encuentran

informacion adicional y figuras de la evidencia de la realizacion del estudio.
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CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
1.1.  Marco teorico
1.1.1. El tricloséan
El triclosdn es un compuesto que se afiade como conservante 0 como un agente
antiséptico en una variedad de productos de consumo de uso diario, tales como
jabones de manos, cremas, desodorantes, productos farmacéuticos, pastas de
dientes, limpiadores domésticos e incluso textiles y como un agente estabilizante
en una multitud de detergentes y cosméticos (Singer et al., 2002).
Se trata de un compuesto aromatico clorado con grupos funcionales éter y fenol,
hidroliticamente estable y poco volatil, con una elevada hidrofobicidad (Pérez,
Fernandez, Peropadre, & Hazen, 2014). La concentracion de este compuesto en
los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales ha sido establecida
en un rango de 0.027 a 2.7 mg-ml?, siendo 2.3 mg-mlI? la cantidad méxima
detectada en los rios (Chalew & Halden, 2009).

El triclosan actta inhibiendo la ruta de biosintesis de acidos grasos bacteriana
mediante su unidn a una enzima presente en esta ruta, una enoil-reductasa
dependiente de NADH (Heath et al., 1999). La determinacién de la estructura
cristalina del complejo Fabl-NADH-Triclosan de E. coli, confirm6 que el
triclosan forma un complejo ternario estable mediante la interaccion con residuos
aminoacidicos del sitio activo de la enzima. Asi, el triclosan actia como un
inhibidor dirigido al sitio activo de la enoil-reductasa dependiente de NADH,
imitando su sustrato natural. Sin embargo, el triclosan es un agente antimicrobiano
de amplio espectro y como tal, podria afectar, ademas de los organismos objetivo,

a otros organismos del medio fluvial (Wilson et al., 2003).
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Por altimo, también es importante tener en cuenta que hay una multitud de factores
que influyen en las concentraciones de triclosan en los sistemas acuéticos,
incluyendo las caracteristicas de las aguas como son el pH, la densidad o el
contenido en materia organica, e incluso la estacion y la intensidad de la luz solar
(Molina, 2014).

1.1.2. Organismos de prueba en bioensayos

a. Daphnia pulex

Dentro del grupo de cladoceros, las especies del género Daphnia son las mas
utilizadas como organismos de prueba o de referencia en pruebas de toxicidad. La
amplia distribucion geogréfica, el importante papel que cumplen al interior de la
comunidad zooplanctonica, la facilidad de cultivo en el laboratorio, la
reproduccion partenogenética (lo cual asegura una uniformidad de respuesta) y el
corto ciclo de vida con la produccion de un alto nimero de crias, han hecho de
este grupo un ideal para la evaluacion de toxicidad, de caracter universal. El
género Daphnia se ubica dentro del orden cladocera de la clase crustacea, y
especies como Daphnia magna, Daphnia pulex y Daphnia similis, son utilizadas
extensivamente en pruebas de toxicidad, por lo cual se cuenta con una extensa
informacidn sobre las técnicas de cultivo, los requisitos de temperatura, luz y
nutrientes, asi como su respuesta a muchos toxicos. Especificamente, los ensayos
de toxicidad con Daphnia magna permiten determinar la letalidad potencial de
sustancias quimicas puras, aguas residuales domesticas e industriales, lixiviados,
aguas superficiales o subterraneas, agua potable, agua de pozo y sedimentos, entre
otros (US EPA, 2002).

En las pruebas de toxicidad con Daphnia, neonatos menores de 24 h de edad son
expuestos a la muestra o compuesto a probar, por un periodo de 48 h, al término
del cual se cuantifica el nimero de organismos muertos. Con estos resultados se

establece la proporcion o porcentaje de mortalidad producida.
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b. Lactuca sativa

El bioensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa es una prueba estatica
de toxicidad aguda (96 horas de exposicion), en la que se pueden evaluar los
efectos fitotdxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso de
germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros
dias de crecimiento. Como puntos finales para la evaluacion de los efectos
fitotoxicos se determina la inhibicion en la germinacion y la inhibicion en la
elongacién de la radicula y del hipocotilo. Es importante destacar que durante el
periodo de germinacion y los primeros dias de desarrollo de la plantula ocurren
numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de una sustancia toxica
puede interferir alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la planta,
siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos
adversos (Sobrero & Ronco, 2004).

La evaluacion del efecto en la elongacion de la radicula y del hipocotilo de las
plantulas permite ponderar el efecto toxico de compuestos solubles presentes en
niveles de concentracion tan bajos que no son suficientes para inhibir la
germinacion, pero que sin embargo pueden retardar o inhibir completamente los
procesos de elongacién de la radicula o del hipocotilo, dependiendo ello del modo
y sitio de accién del compuesto. De esta manera, la inhibicién en la elongacion de
la radicula e hipocotilo constituyen indicadores subletales muy sensibles para la
evaluacion de efectos biologicos en vegetales, aportando informacion
complementaria a la proporcionada al estudiar el efecto en la germinacion, Este
ensayo puede ser aplicado para la evaluacion de la toxicidad de compuestos puros
solubles, de aguas residuales domesticas e industriales, ademas de lixiviados de

suelos, sedimentos, lodos u otras matrices sélidas (Sobrero & Ronco, 2004).

Para la realizacion de estos bioensayos es importante considerar el compromiso
entre la sensibilidad de la especia L. sativa, el reducido tiempo de exposicion de
la prueba con semillas, los bajos costos en el proceso ya que no requiere de equipo
sofisticado, en particular en la aplicacién a muestras ambientales o en el monitoreo
de procesos de detoxificaciéon, saneamiento, control de efluentes o relso de
biosolidos (Sobrero & Ronco, 2004).
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1.1.3. Toxicidad

Se define toxicidad como los efectos adversos que causan en un organismo los
contaminantes, generalmente un veneno o la mezcla de venenos. La toxicidad es
el resultante de la concentracion y del tiempo de exposicion, modificado por

variables como la temperatura, formas quimicas y disponibilidad (APHA, 1992).

a. Latoxicidad crénica

Es causada por dosis muy bajas de un compuesto o de un efluente tdxico sobre un
periodo de tiempo largo y puede ser mortal o sub-letal (no suficiente para causar
la muerte). Los efectos sub-letales pueden ocurrir en el nivel bioquimico,
fisiolégico o del comportamiento, incluyendo mutagenicidad y genotoxicidad e
interferencia con el ciclo vital normal de un organismo. Hay actualmente gran
interés en los métodos para detectar toxicidad sub-letal como medios de la
deteccion temprana para el dafio ambiental (Nufiez et al., 2005).

b. Latoxicidad aguda

Es causada generalmente por la exposicion a una dosis grande de un compuesto
toxico por un periodo de tiempo corto. Un efecto rapido se produce en los
organismos, generalmente muerte, y esto se puede utilizar para determinar la
concentracion mortal de un excedente del compuesto o del efluente al periodo del
tiempo dado (Nufiez et al., 2005).

1.1.4. Concentracion letal media (CLso)

Concentracion de toxico que produce la muerte del organismo, generalmente
conocida como la concentracion letal de la mediana (50 por 100) es decir la
concentracion que mata al 50% de los seres expuestos durante un tiempo de
exposicion especifico. El nivel de estimulo que causa una respuesta en el 50% de
los individuos de una poblacion bajo estudio es un importante parametro de
caracterizacion denotado como CLsg por concentracion letal media, CLso por
concentracion efectiva media y LTM por (limite de tolerancia media). El periodo
de tiempo durante el cual se expone el estimulo debe ser especificado, por
ejemplo, 24 horas CLso, esto con el fin comparar y estimar la potencia relativa del
estimulo (US EPA, 2002).
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1.1.5. Efecto adverso no observable

Indica el nivel de exposicidn a una sustancia (concentracion), la cual no produce
la mortalidad o algun efecto observable sobre el organismo de prueba, observado
en un experimento de toxicidad, por lo general este valor o concentracién es
determinado mediante pruebas estadisticas comparativas con la contrastacion de
un tratamiento control (sin sustancia toxica), se puede considerar aquella cantidad

del contaminante inocua para el organismos de prueba (US EPA, 2002).

1.1.6. Ensayos toxicoldgicos

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
Vvivo, organismo, o0 grupo de organismos, como reactivo para evaluar los efectos
de cualquier sustancia fisiolégicamente activa, bajo condiciones experimentales
especificas y controladas estos efectos pueden ser tanto de inhibicién como
de magnificacién, evaluados por la relacién de los organismos, tales como
muerte, crecimiento, proliferacién, multiplicacion, cambios morfoldgicos,

fisiologicos o histologicos (Nufiez & Hurtado, 2005).

1.1.7. Bioensayos en Lactuca sativa.

La lechuga o Lactuca sativa es una planta con raiz pivotante y ramificada de unos
25 cm. El crecimiento se desarrolla en roseta; las hojas se disponen alrededor de
un tallo central, corto y cilindrico que gradualmente se va alargando para producir
las inflorescencias, formadas por capitulos de color amarillo reunidos en corimbos
(Sobrero & Ronco, 2004).

Se emplea Lactuca sativa como organismo de prueba para caracterizar el impacto
de efluentes sobre el nivel tréfico de las macréfitas y otras plantas tanto terrestres
como acuaticas para complementar los analisis ambientales, ya que los resultados
se basan en la sensibilidad de las plantas cuando se exponen a muestras de suelo
0 sedimento, agua (aguas superficiales, aguas subterraneas, aguas para consumo

humano, aguas residuales domésticas e industriales) (Sobrero & Ronco, 2004).
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1.1.8. Bioensayos en pulga de agua Daphnia pulex

La pulga de agua o Daphnia pulex es un pequefio crustaceo cladocero. Vive en
lagos y lagunas alimentandose principalmente de algas, es un organismo
planctonico altamente sensible y sirviendo, a su vez, de alimento a los peces, asi
que una alteracion en el ecosistema o un efecto en ellos afectara los demas
eslabones de la cadena tréfica. Es un componente importante de las comunidades
acuaticas y es sensible a un amplio rango de contaminantes. Su uso se encuentra
estandarizado en numerosos protocolos y recomendado en las normas legislativas
europeas Y espafiolas, para la evaluacion eco-toxicologia de vertidos y residuos
industriales y urbanos (Nufiez & Hurtado, 2005).

Daphnia pulex es el organismo ideal debido a que para estudiar los efectos de
efluentes sobre los cuerpos de agua, es preciso seleccionar especies
representativas del area de desembocadura, especialmente especies cultivables en

el laboratorio y cuyos métodos de evaluacion hayan sido estandarizados.

1.2. Antecedentes
a. A nivel global

Amdany et al. (2014), evaluaron la presencia en aguas residuales de dos farmacos
antiinflamatorios no esteroideos y un producto para el cuidado personal, el triclosan, en
el afluente y efluente de Goudkoppies y Northern Wastewater Treatment Plants en
Sudafrica. La exposicion se realizd durante 14 dias en 2012. Se utilizd un sistema de
cromatografia liquida de alta resolucion con detectores de ultravioleta y fluorescencia
para analizar los extractos de POCIS. Los resultados estaban entre 0.087 y 0.383 £-d-1 en
condiciones de reposo, y 0.125 y 0.936 (-d-1 en condiciones de agitacion. De las
cantidades acumuladas en muestreadores desplegados en campo, las concentraciones
estimadas libremente disueltas de los compuestos estudiados en el afluente de aguas
residuales variaron de 55.0 a 78.4 ng, respectivamente. Las concentraciones promedio de
estos compuestos en el efluente tratado variaron de 10.7 a 13.5 pg, y de 20.4 a 24.6 pug en

la PTAR del Norte, confirmando la presencia de triclosan en dichas muestras.

Ellis, Revitt, & Lundy (2013), sefiala que algunos contaminantes emergentes (PE) ahora
estan regulados como sustancias peligrosas o prioritarias. EI uso excesivo de estas nuevas
sustancias requiere estudios especificos a que concentraciones pueden ser toxicos para

diferentes organismos acuaticos. Las legislaciones en paises europeos ya han incorporado
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concentraciones minimas para diversos productos de limpieza y aseo personal, sin

embargo aln se desconoce el efecto sobre diversos organismos acuaticos.

Beyond Pesticides (2011), la investigacion analiza las publicaciones entre 2008 y 2010,
demostrando las muchas formas en que el triclosan afecta de manera significativa la salud
publica y ambiental. El gran nimero de nuevos estudios sobre triclosan publicados en los
Gltimos dos afios acentla esta creciente preocupacion. Los fabricantes de productos
"antibacterianos™ que usan triclosan, pronto no tendran otra alternativa que eliminar este
quimico de sus formulaciones. En particular, la literatura méas reciente destaca los
considerables efectos sobre la salud humana y ambiental del triclosan. Lo que esta
surgiendo es una imagen mas clara de los efectos de triclosan en el individuo y la cadena

alimenticia.

Kumar, Rohini, & Devi (2015), menciona que el triclosan es un agente antimicrobiano
sintético de amplio espectro que tiene una amplia gama de aplicaciones en diversos
productos de cuidado personal y para el hogar. Es uno de los contaminantes mas
importantes de los paises emergentes que se ha vuelto polémico en los Gltimos tiempos.
La liberacion de triclosan en los sistemas acuéticos causa efectos adversos sobre el medio
ambiente y la biota. El triclosan siendo lipofilo tiende a acumularse en el tejido adiposo
de los animales, en la orina, la sangre y la leche materna. Existe un debate cientifico sobre

la seguridad y eficacia del uso de triclosan.

Caamafio (2015), se estudid los potenciales efectos nocivos del triclosan sobre diferentes
parametros relacionados con el crecimiento de la micro alga de agua dulce
Chlamydomonas moewusii, como son la densidad celular, la concentracién de pigmentos
o la actividad celular. El triclosan resulta toxico para la micro alga a concentraciones
iguales o superiores a 0.75 mg-ml™. Esta toxicidad se ve reflejada en una inhibicion del
crecimiento, que es dependiente de la concentraciéon y del tiempo de exposicién al
compuesto, el triclosan si presenta efectos nocivos significativos (p<0.05) en todos los
parametros de estudio.

Committee & Safety (2002), de una revision de estudios, sefiala que se demuestra que el
triclosan tiene una toxicidad aguda para los organismos acuaticos en concentraciones <1
mg/l, equivalente al limite de clasificacibn R50 (muy toxico para los organismos
acuaticos). Los datos reportados demuestran valores de LCso en el rango de 0.26-0.54

mg/l para peces. Se ha encontrado que los valores de CEsp para toxicidad aguda para
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crustaceos estan en el rango de 0.13 - 0.39 mg/l. Las algas parecen ser el organismo
acuatico mas sensible al triclosan. Los valores de ECso para la inhibicion de la tasa de
crecimiento se han encontrado en el rango de 1.4 a 19 pg/l La concentracion sin efecto

toxico mas bajo reportado es 0.69 ug/l.

Dinh (2013), indica que se ha demostrado que el triclosan (TCS) se acumula en el tejido,
causa toxicidad a organismos acudticos y afecta la contraccion muscular. Es fundamental
desarrollar un bioensayo sensible para un producto quimico tan frecuente en nuestro
medio ambiente. Este estudio buscoé determinar los efectos de TCS en el desarrollo
embrionario, asi como en el sistema biolégico que detectaria el compuesto a niveles
encontrados en aguas superficiales. El ensayo de Microtox realizado revelé que el TCS
era altamente toxico para V. fischeri. Pez cebra, Danio rerio, el ensayo de toxicidad
confirmo TCS para causar deformidades en la columna vertebral. También se observaron
defectos en embriones de pollo tratados con TCS que tenian un tamafio corporal mas
pequefio y una pigmentacion ocular irregular en comparacion con los embriones de

control de la misma etapa.

Elmekki (2014), estudio la eficacia de los sistemas de aguas residuales actuales para
reducir el triclosan y determinar cuan dependiente es la cantidad de bacterias resistentes
en las concentraciones de triclosan en el medio ambiente. Se midieron las concentraciones
minimas inhibitorias (MIC) de bacterias resistentes y se extrajo y secuencio el ADN de
bacterias resistentes para su identificacién. Los resultados demostraron que el agua
residual tratada contiene mucho menos triclosan y nitrégeno que el afluente, y se
encontraron tendencias positivas entre las concentraciones de triclosan y el nimero de
colonias resistentes, asi como entre las concentraciones de nitrégeno disuelto y el nimero

de colonias resistentes.

Madikizela, Muthwa, & Chimuka (2014); describe un método simple, sensible y rapido
para la determinacion de triclosan en aguas residuales afluentes, efluentes y agua de rio.
El método implica la extraccion en fase sélida (SPE) de los compuestos utilizando el
sorbente Oasis HLB. Se detectaron vestigios de triclosan en todas las muestras de aguas
residuales en un rango de 1.2 a 9.0 pug'L™, confirmando la presencia de esta sustancia

toxica en cuerpos de agua como lagos y rios.

Guri (2012), indica que el triclosan fue probado para determinar el efecto de inhibicion

sobre las bacterias de aguas grises. Los valores de DQO se usaron para determinar las
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diferencias entre los filtros con y sin la adicién de triclosan. El triclosan también se agreg6
en dos experimentos de respiracion con desarrollo microbioldgico en botellas de vidrio
cerradas. El registro de la caida de presion con el equipo WTW OxiTop® permitio
estudiar las curvas de respiracion. El triclosan tiene un efecto de inhibicién sobre las
bacterias de aguas grises, pero el efecto depende de ciertas condiciones. Los resultados
indican que el triclosan en aquellas concentraciones que se han encontrado en aguas grises
domeésticas probablemente no afectara la capacidad de tratamiento de un filtro de aguas

grises, sin embargo, muchas dudas hacen que sea necesario estudiar mas el tema.

Khatikarn et al. (2016), indican los efectos toxicos del triclosdn en organismos de prueba
acuaticos, siendo las micro algas las méas sensibles. Sin embargo, las diferencias
ambientales entre las regiones tropicales y templadas pueden haber seleccionado
diferentes composiciones de rasgos entre estas dos regiones, lo que a su vez puede
conducir a una diferencia en la sensibilidad de la especie. Los valores de LCso de 96 horas
para las especies de invertebrados estudiados oscilaron entre 72 y 962 pg/L. No hubo
diferencias significativas entre la sensibilidad de las especies de invertebrados acuaticos
de las regiones tropicales y templadas. Los valores de ECso para C. ellipsoidea, con y sin
tampon de pH, fueron significativamente diferentes. Los hallazgos de este estudio pueden
usarse para respaldar los criterios de calidad del agua especificos del sitio y la evaluacion

del riesgo ambiental para TCS en regiones tropicales.

Marques et al. (2016), el objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de triclosan en
ambientes de una region subtropical, mas especificamente en la regién metropolitana de
Curitiba (sur de Brasil) y los posibles efectos de estos compuestos en ambientes acuaticos.
Se observaron altas concentraciones de parabenos, especialmente MeP (hasta 2875 ng'L-
1. A pesar de las altas concentraciones de parabenos, su presencia tiene un bajo riesgo
para los organismos acuaticos. El triclosan se ha observado a concentraciones mas altas
(415 ng'L™Y), lo que sugiere una vez mas que estos entornos se ven afectados por la accion
humana. ElI RQ evalué que el triclosan tiene un alto riesgo para ciertos grupos de

organismos.

Orvos et al. (2002), la concentracion efectiva media del triclosan a 48 h para Daphnia
magna (ECso) fue de 390 pg/L y los valores de concentracion letal media de 96 h para
Pimephales promelas y Lepomis macrochirus fueron 260 y 370 ug/L, respectivamente.

Una concentracion de efecto no observado (NOEC) y la concentracion de efecto mas bajo

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO L[ Nacional del
i Altiplano

observada de 34.1 y 71.3 ug/L respectivamente, se determinaron con una prueba de
toxicidad en fase de vida temprana con Oncorhynchus mykiss. Durante un estudio
Scenedesmus de 96 horas, la ECsg de biomasa de 96 h fue de 1.4 pg/L y la NOEC de 96
h fue de 0.69 ug/L.

Martinez (2014), el objetivo de su estudio fue conocer los efectos de los compuestos
toxicos nonilfenol (NP), triclosan (TCS) y bisfenol A (BPA) sobre larvas acuéticas del
mosquito Chironomus riparius, un diptero empleado como organismo de referencia en
los ensayos de toxicidad acuatica, con la finalidad de identificar nuevos marcadores
moleculares, bioquimicos y celulares de exposicion a estos compuestos. El estudio de los
efectos de los compuestos seleccionados se ha llevado a cabo mediante exposiciones a
diferentes tiempos y a concentraciones subletales, analizandose los cambios de expresién
de diferentes genes y de una actividad enzimatica seleccionados como posibles
biomarcadores de diferentes procesos celulares. Los resultados presentados en este
trabajo han demostrado que los tres compuestos xenobioticos han sido capaces de alterar
la expresion de los genes implicados en la ruta de respuesta a la ecdisona, actuando como
antagonista en el caso del NP y como agonista en el caso del TCS y BPA, sugiriendo asi

una interaccién directa de estos compuestos con el sistema endocrino de los insectos.
b. A nivel nacional

Ministerio de Salud (2017), indica que el triclosan puede ser utilizado como preservante
en una concentracion maxima del 0.3% para dentifricos, pastillas de jabdn, jabones
liquidos y geles de ducha, desodorantes (no en aerosol), polvos faciales y cremas
correctoras y productos para limpiar las ufias de manos y pies antes de colocar ufias

artificiales; y con una concentracion méaxima del 0.2% para enjuagues bucales.

Vera (2012), realiz6 un estudio con el objetivo realizar la evaluacion del riesgo ambiental
por el uso de tres productos quimicos de limpieza doméstica. Se realizaron bioensayos
ecotoxicologicos en Poecilia reticulata “guppy” para determinar la concentracion letal
media (LCso). Se encontrd que en los detergentes domésticos, los valores de la
concentracion letal media LCsp oscilaron entre 3.486 y 20.136; y para la LCso 4.97 a 28.68
para las UT. Asi mismo el analisis de Ji cuadrado permitié afirmar que si existen
diferencias significativas entre las diversas concentraciones de los tratamientos;
encontrandose que los valores para “poet” fue de 0.792; para “suavizante para ropa” fue

de 2.174 y para “lavavajilla” fue de 1.129. Se concluye que la concentracion letal media
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(LCso) de los detergentes domésticos para P. reticulata presenta un nivel alto de toxicidad
presente en estos detergentes.

C. A nivel local

Palao (2017), realizo un estudio con el objetivo de validar un método de cultivo de
Hyalella cuprea en condiciones de laboratorio para la realizacion de bioensayos de
toxicidad, se realizo los bioensayos con los efluentes, en concentraciones de 100, 50, 25,
12,5 y 6.25%, y su control con tres repeticiones en los meses de agosto, octubre y
diciembre del 2016 y con ello se calcul6 la CLso y las UTas para cada lugar. Los resultados
demuestran la factibilidad de la crianza de H. cuprea en condiciones de laboratorio,
aunque con algunas limitantes, siendo los individuos adecuados para ensayos de
ecotoxicidad los neonatos de 1.5 a 3 mm de longitud, de hasta 20 dias de nacidos. En
cuanto a las caracteristicas toxicologicas, los efluentes de Espinar alcanzaron una CLso
de 14.64% (6.83 UTa), considerada como altamente toxica y la de mayor riesgo para el
ecosistema integral; las aguas que ingresan por el barrio San José — UNA tuvieron una
CLso de 50.64% (1.97 UTa) y las del Jr. Ricardo Palma con CLsode 93.95% (1.06 UTa),
considerados como toxicas; las aguas residuales del Jr. 9 de Octubre y barrio Vallecito
presentaron CLsp de 132.99% (0.75 UTa) y 135.56% (0.75 UTa) respectivamente,
consideradas éstas como no téxicas. Se concluye que las aguas residuales de mayor riesgo
son las procedentes de la laguna Espinar y del Jr. Ricardo Palma del barrio San José UNA-

Puno.
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. Definicion del problema

Actualmente a nivel global la investigacion sobre contaminantes proveniente de las
actividades antropicas, se ha desplazado de los contaminantes tradicionales, hacia los
denominados contaminantes emergentes, dichos contaminantes emergentes, son
definidos por la United States Environmental Protection Agency (USEPA, 2006) como
nuevos compuestos quimicos que carecen de estatus regulador y cuyo impacto real en el
ambiente es aun desconocido. Entre los mas importantes se encuentran sustancias que son
utilizadas en la formulacion de productos de higiene personal, que incluyen una gran
variedad de sustancias quimicas, como son los medicamentos, los desinfectantes y las
fragancias utilizadas en lociones, entre ellos destaca particularmente el triclosan por estar
presente en jabones y pastas dentales que son productos utilizados diariamente en los

hogares (Assessment, 2009).

La mayor parte de la descarga del triclosan se produce a través del desague después de su
uso en los hogares en los productos de limpieza mencionados (Pefia-Alvarez & Castillo-
Alanis, 2015), sin embargo, este contaminante emergente, generalmente sufre pocas
transformaciones o incluso ninguna en las plantas de tratamiento de aguas servidas
tradicionales, produciéndose asi su entrada en el medio ambiente, que por lo general son

cuerpos de agua como rios, lagunas, lagos y mares (Caamafio, 2015).

Considerando que el uso de productos antimicrobianos y antibacterianos es cada vez
mayor a nivel mundial y por ende nuestro pais y region, lo cual implica la liberacion
continua de estos compuestos en el medio, entre ellos el triclosan, haciendo que estas
sustancias sean persistentes en los ecosistemas y que puedan bioacumularse (Amdany et
al., 2014). Por dichas razones estos contaminantes podrian tener un impacto negativo en

diferentes organismos de los niveles tréficos de un cuerpo de agua, pudiendo conllevar a
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alteraciones en la composicion especifica de las comunidades bidticas en general
(Caamario, 2015), fijandose aln en tejidos animales y vegetales (Sandoval, 2016).

En la region Puno se evidencia que los problemas ambientales por contaminacion
producida por el hombre son varios, sin embargo el mas importante en la actualidad es el
ingreso de aguas servidas hacia la bahia interior del lago Titicaca en la ciudad de Puno,
situacion que se presenta también en otras ciudades importantes como Juliaca. Si bien no
existen estudios especificos sobre la contaminacion por triclosan, es evidente que la
misma debe ser importante, debido a que la mayor parte de aguas servidas provienen del
agua utilizada en los hogares, donde el uso de productos de limpieza personal es una de

las principales fuentes de contaminacion (Palao, 2017).

Los estudios ecotoxicoldgicos demuestran que el triclosan tiene efecto toxico agudo para
los organismos acuaticos en concentraciones <1 mg/l, equivalente a muy téxico para los
organismos acuaticos, los estudios reportados demuestran valores de concentracion letal
(LCso) en el rango de 0.26 a 0.54 mg/l para peces, asi mismo se reporta que esta sustancia

es tdxica para crustaceos y otros organismo acuaticos (Committee & Safety, 2002).

Los estudios de toxicologia por contaminantes, se realiza por lo general mediante
bioensayos, es decir utilizando organismos vivos (animales o vegetales), en donde
inicialmente se evalla la toxicidad aguda, utilizando varias concentraciones del
contaminante (Dinh, 2013), en tal sentido identificado el problema de contaminacion por
el triclosan es de interés evaluar su toxicidad en dos organismos de prueba estandares,
como son Daphnia pulex y Lactuca sativa, el primero del medio acuético y el segundo de
importancia debido a que el agua tratada, pero alin con contenido de triclosan, debe ser
analizada para su uso en el riego ya sea para productos agricolas de consumo humano u

ornamentales.

2.2. Planteamiento del problema

En tal sentido planteamos las siguientes interrogantes:
2.2.1. Problema general:

¢Qué grado de toxicidad presenta el triclosan sobre “pulga de agua” (Daphnia
pulex) y “lechuga” (Lactuca sativa) utilizando bioensayos?
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2.2.2. Problemas especificos:

e ;Cudl es la concentracion letal media (CLso) del triclosan sobre “pulga de agua”
(Daphnia pulex) analizada mediante bioensayo?

e ;Cual es la concentracion letal media (CLso) del triclosan sobre “lechuga”
(Lactuca sativa) analizada mediante bioensayo?

e ;Cudl es la concentracion con efecto adverso no observable (NOAC) del
triclosan sobre “pulga de agua” (Daphnia pulex) y “lechuga” (Lactuca sativa)

analizada mediante bioensayo?

2.3. Justificacion

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), el 02-
09- 2016 emitié un comunicado, en el que dio a conocer que no se podran comercializar
jabones antibacteriales y geles de bafio de venta libre que contengan diecinueve
ingredientes, entre los que se incluye el triclosan y triclocarban; esto debido a que los
fabricantes no han presentado informacién que demuestre que su uso a largo plazo fuera
méas seguro y eficaz que el uso del jabdn tradicional frente a la prevencion y la

propagacion de ciertas enfermedades.

Sin embargo el Perd por pertenecer a la Comunidad Andina de Naciones (CAN), todos
los productos cosméticos se encuentran regulados por normas supranacionales, por lo que
con la informacion disponible a la fecha, los paises andinos inician consultas para evaluar
el uso de los ingredientes triclosan y triclocarban en base a pruebas cientificas, analizar
la informacion cientifica disponible y tomar una decisién (Ministerio de Salud, 2017),
por lo que la situacién actual en el pais es el de realizar investigaciones que aporten
pruebas efectivas respecto al efecto antibacteriano del triclosan, pero adicionalmente
evaluar su toxicidad y efectos negativos a organismos vivos de los ambientes naturales a

los cuales son vertidas aguas servidas con esta sustancia.

Por lo que el presente estudio busca contribuir con la evaluacion de este contaminante
emergente (Triclosan), mediante ensayos de toxicidad aguda, utilizando organismos
vivos (bioensayos), un organismo animal y otro vegetal ya utilizados en estudios de
toxicidad, los resultados permitiran establecer cudl es la toxicidad de esta sustancia,
determinando la concentracion letal media para los dos organismos de prueba, asi mismo

permitird determinar cual es la concentracion sin efecto adverso, contribuyendo con
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informacién cientifica que permita tomar decisiones sobre el uso del triclosan y los

efectos del mismo en organismos Vivos.

2.4. Objetivos de la investigacion

2.4.1. Objetivo general:

Evaluar la toxicidad que presenta el triclosan sobre “pulga de agua” (Daphnia

pulex) y “lechuga” (Lactuca sativa) utilizando bioensayos.

2.4.2. Objetivos especificos:

e Determinar la concentracion letal media (CLso) del triclosan sobre “pulga de
agua” (Daphnia pulex) analizada mediante bioensayo.

e Determinar la concentracion letal media (CLso) del triclosén sobre “lechuga”
(Lactuca sativa) analizada mediante bioensayo.

e Estimar la concentracion con efecto adverso no observable (NOAC) del
triclosan sobre “pulga de agua” (Daphnia pulex) y “lechuga” (Lactuca sativa)

analizada mediante bioensayo.

2.5. Hipotesis de la investigacion

2.5.1. Hipdtesis general:

El triclosén presenta toxicidad sobre “pulga de agua” (Daphnia pulex) y “lechuga”

(Lactuca sativa) utilizando bioensayos.

2.5.2. Hipotesis especificas:

e  Existe una concentracion letal media (CLso) del triclosén sobre “pulga de agua”
(Daphnia pulex) analizada mediante bioensayo.

e Existe una concentracion letal media (CLso) del triclosan sobre “lechuga”
(Lactuca sativa) analizada mediante bioensayo.

e Existe una concentracion con efecto adverso no observable (NOAC) del
triclosan sobre “pulga de agua” (Daphnia pulex) y “lechuga” (Lactuca sativa)

analizada mediante bioensayo.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de estudio
El estudio se realizo en el Laboratorio del Proyecto Especial Truchas Titicaca — PETT -
Inculaya, Chucuito y en el Gabinete de Ecologia Acuética adscrito a la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, ubicado en la Universidad Nacional del Altiplano, que se encuentra
ubicada en la ciudad de Puno, Perd.

3.2. Poblacion y tamafio de muestra

Poblacién: Se considerd6 como poblacion a individuos de Daphnia pulex (adultos),
provenientes de un cultivo monoparental. La poblacion de semillas de lechuga fue
considerada del mismo lote de la marca registrada (Hortus).

Muestra: La muestra estuvo formada por parte de la poblacién indicada para ambos casos,
cumpliendo con el requisito de 5 réplicas para cada concentracion (Castillo, 2004).

3.3. Metodos

3.3.1. Concentracion letal media (CLso) del triclosan sobre Daphnia pulex
mediante bioensayo.

Actualmente el Peri no cuenta con una norma técnica de evaluacion de toxicidad
ambiental, por lo que la metodologia se basa en el documento “Methods for
Measuring the Acute Toxicity of Effluents and Receiving Waters to Freshwater and
Marine Organisms”, de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
de Norteamérica (EPA, 2016).

Material biol6gico

Daphnia pulex (adultos)
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Materiales de laboratorio

Acuarios de 3 litros de capacidad

Vasos de precipitado de 2000, 1000 y 600 ml
Envases de plastico

Bidones de 20 litros de capacidad

Pipetas volumétricas

Botellas de vidrio boca ancha 1 litro
Embudo de vidrio

Equipos

Microscopio Compuesto marca NIKON
Multipardmetro Hanna HI 9828
GPS marca GARMIN

Cultivo y mantenimiento de los organismos de prueba

Los cultivos de Daphnia pulex se obtuvieron de la peninsula de Chucuito (zona
Barco), capturados con redes de arrastre, los que fueron mantenidos en acuarios de
dos litros, con una densidad poblacional no mayor de 12 individuos por litro. Los
organismos se mantuvieron en agua libre de contaminacion del lago Titicaca. Los
cultivos se mantuvieron a una temperatura de 15 + 2 °C, un fotoperiodo aproximado
de 16 h luz/8 h oscuridad y una intensidad luminica de alrededor de 540- 1080 luxes
(US EPA, 2002).

Procedimiento de la prueba

Para el desarrollo de pruebas de toxicidad aguda con D. pulex se emple6 adultos
que fueron expuestos a diferentes concentraciones de triclosan durante un periodo
de 48 h. Como resultado de dicha exposicion se determiné la concentracion de la
muestra que producird la muerte al 50% de la poblacion de adultos expuestos
(concentracion letal media o CLsp), con un nivel de confiabilidad del 95% (Castillo,
2004).

Disefio experimental
Se utiliz6 el disefio en bloque completamente al azar (DBCA), donde el factor de

estudio fue el triclosan (X1), el mismo que tuvo seis concentraciones y los bloques
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formados por los tiempos de exposicion (X2), haciendo un total de 28 unidades
experimentales, la variable de respuesta fue la mortalidad del organismo de prueba

(YY), ademas del control negativo sin adicion de sustancia toxica alguna.

Cada unidad experimental estuvo formada por 10 individuos de “pulga de agua”
Daphnia pulex, la variable de respuesta fue el nimero de organismos muertos en

un mismo tiempo de evaluacion.

Se ajustd una regresion no lineal, considerando como variable independiente las
concentraciones de triclosan y como variable de respuesta la mortalidad de los
individuos, por ser una variable dicétoma (muerto o vivo), se realizd una

transformacion de la variable de respuesta mediante probits.

3.3.2. Concentracion letal media (CLso) del triclosan sobre Lactuca sativa
mediante bioensayos.

Material biol6gico

Lactuca sativa (semillas)

Materiales de laboratorio

Vaso de precipitado de 2000, 1000 y 600 ml

Bidones de 20 litros

Pipetas volumeétricas, peras para pipetas

Bidones 20 litros

Botellas de vidrio boca ancha 1l

Placas Petri

Equipos

Microscopio Compuesto marca NIKON

Multiparametro Hanna HI 9828

GPS marca GARMIN

Disefio experimental

Se utiliz6 el disefio en bloque completamente al azar (DBCA), donde el factor de

estudio fue el triclosan (X1) el mismo que tuvo seis concentraciones, como bloques

los tiempos de exposicion (X2), la variable de respuesta fue la inhibicion del

crecimiento de la radicula e hipocotilo (Y), el nimero de repeticiones por

tratamiento fue de 3, haciendo un total de 28 unidades experimentales, ademas del

control negativo sin adicién de sustancia toxica alguna.
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Cada unidad experimental estuvo formada por 10 semillas de Lactuca sativa, la
variable de respuesta fue la inhibicién de crecimiento en relacién al control

negativo.
Organismo de prueba

Se emplearon semillas de la especie Lactuca sativa, de una marca registrada
(Hortus).

Obtencidn, control y conservacion de las semillas

La obtencion de las semillas de lechuga fue de la compafiia Hortus (sin fungicidas
o plaguicidas), con buen poder germinativo y baja variabilidad en la elongacion de
la radicula e hipocotilo. Las semillas seleccionadas se almacenaron a 4 °C, en

oscuridad y en ambiente seco hasta su uso (Sobrero & Ronco, 2004).
Procedimiento de prueba
Preparacion de las diluciones

Se prepararon 6 concentraciones y un control de las muestras de triclosan con un

factor de dilucion apropiado para obtener valores de toxicidad.

Desarrollo de la prueba

Se colocd en cada placa Petri un disco de papel de filtro.

- Serotuld cada placa con la concentracion correspondiente.

- Agregamos 4 ml de la concentracién evitando que se formen bolsas de aire.

- Colocamos las 10 semillas empleando una pinza, cuidando el espacio suficiente
entre las mismas para permitir la elongacion de las raices.

- Se cubri6 las placas y se colocaron en bolsas plasticas para evitar la pérdida de
humedad.

- Seincubaron por 7 dias a una temperatura de 22 + 2 °C.

- Serealizaron 3 repeticiones para cada dilucion ensayada.
Efecto en la germinacion

Se registro el nimero de semillas que germinaron normalmente, considerando como

criterio de evaluacion la aparicién visible de la radicula.
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Efecto de inhibicién en crecimiento de radicula e hipocotilo

Se midié la longitud de la radicula y del hipocotilo de cada una de las plantulas
correspondientes a cada concentracion y a los controles, utilizando papel

milimetrado y calibrador (vernier).

La medida de elongacion de la radicula se considerdé desde el nudo (regién mas
engrosada de transicion entre la radicula y el hipocotilo) hasta el apice radicular. La
medida de elongacién del hipocotilo se consider6é desde el nudo hasta el sitio de

insercion de los dos cotiledones.

Se ajustd una regresion no lineal, considerando como variable independiente las
concentraciones de triclosdn y como variable de respuesta la no germinacion de
semillas, por ser una variable dicotoma (muerto o viable), se realizd una

transformacion de la variable de respuesta mediante logaritmos.

3.3.3. Concentracion con efecto adverso no observable (NOAC) del triclosan
sobre Daphnia pulex y Lactuca sativa.

Para este objetivo se utilizd una prueba de comparacion pareada:
Prueba de Dunnet

Esta prueba permitié comparar cada una de las otras K-1 medias de los tratamientos
contra el control, por lo tanto, existen K-1 comparaciones. Un procedimiento para
realizar estas comparaciones es la prueba de Dunnett. Si se supone que el control
es el tratamiento a, entonces se desea probar las hipétesis (US Environmental

Protection Agency, 2002).

Ho: =1,

parai=1,2...,K-1
H. =,

El procedimiento de Dunnett es una modificacion de la prueba t. Para cada hipdtesis

se calcul6 el valor absoluto de la diferencia de medias observadas.

El rechazo de la hipotesis nula se realiza con una probabilidad de error tipo I, como

se muestra:
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) .
Donde la constante ~=-%-1¥ se busca en la tabla de valores respectiva. Donde a es
el nivel de significacion asociado con todos las K-1 pruebas y utilizado en el analisis

de varianza.

Operacionalizacion de variables

Variables Dimensiones Indicador indice Escala
Independiente Triclosan Concentraciones | 0.1, 0.3,0.5,0.7, Continua
0.9,1.1 mg-I?
X1=Triclosan
Independiente Tiempo Tiempo de 6, 12,18 hrs Continua
exposicion
X2= Tiempo
Dependiente e Mortalidad de |e NuUmero de Continua
Daphnia pulex individuos individuos
Y= Toxicidad en muertos
organismos vivos | Lactuca sativa
e Longitud total
e Crecimiento de de la plantula.
radicula e
hipocotilo

Constantes: el namero de organismo utilizados en cada ensayo, los parametros
fisicoquimicos requeridos durante el mantenimiento de los organismos Yy

durante las pruebas toxicoldgicas (pH, dureza, temperatura y oxigeno disuelto).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Concentracion letal media (CLso) del triclosén sobre “pulga de agua” (Daphnia

pulex) analizada mediante bioensayo.

Tabla 1
Parametros fisicoquimicos de las concentraciones de triclosan utilizadas en el estudio
Agua Triclosan (g-17)
Concentracion  Control 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1
O.D. 7.98 7.95 6.32 5.06 4.72 4.65 4.62
pH 7.88 7.76 7.69 7.65 7.6 7.66 7.56
T® 16.2 16.2 15.8 16 16.3 17.2 17.4

Fuente: elaboracion propia

Los valores de oxigeno disuelto mostraron una variacion apreciable, siendo la
tendencia a disminuir su contenido a mayor concentracion de triclosan, respecto al
pH del agua se observd variaciones minimas cercanas a un valor neutro, la
temperatura del agua estuvo en funcién del ambiente de trabajo, manteniéndose

estable alrededor de los 16 °C.

4.1.1.A las 6 horas de exposicién

La primera evaluacion del nimero de individuos muertos de Daphnia pulex
expuestos a seis concentraciones de triclosan, se realizo a las 6 horas, los resultados

fueron:
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Tabla 2
Mortalidad de Daphnia pulex como efecto de concentraciones de triclosan a las 6 horas de
exposicion

Agua Triclosan (g-17%)
Repeticiones Control 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1
Repeticion 1 1 2 2 3 3 3 3
Repeticion 2 0 1 2 2 3 3 3
Repeticion 3 0 3 1 1 3 2 3
Repeticién 4 0 2 1 2 2 2 2
Repeticién 5 1 1 2 2 2 3 3
Promedio 0 2 2 2 3 3 3

Fuente: elaboraci6n propia

A las 6 horas de exposicion al triclosan los individuos de Daphnia pulex empezaron
a mostrar efectos toxicoldgicos expresados en su mortalidad, para el tratamiento
control solo con agua, se obtuvo un promedio de cero individuos muertos, mientras
que en las concentraciones de triclosan de 0.1, 0.3 y 0.5 g-I! se obtuvo en promedio
dos individuos muertos respectivamente, para las concentraciones superiores de
0.7,0.9 y 1.1 g-I"! de triclosan se obtuvo un promedio de tres individuos muertos

respectivamente para cada concentracion.
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Figura 1. Mortalidad (%) de Daphnia pulex como efecto de concentraciones de
triclosan a las 6 horas de exposicion

En términos porcentuales a las 6 horas de exposicion al triclosan, los individuos de

Daphnia pulex empezaron a mostrar efectos toxicologicos expresados en su
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mortalidad, para el control sélo con agua, se obtuvo un promedio de 0% de
mortalidad, mientras que en la concentraciones de triclosan de 0.1, 0.3y 0.5 g-I" se
obtuvo en promedio 20% de mortalidad, para las concentraciones superiores de 0.7,
0.9y 1.1 g-I"t se obtuvo en promedio 30% de mortalidad respectivamente para cada

concentracion.

Los resultados en esta primera evaluacion (6 horas), indican claramente que se
produce la fase inicial de los procesos de toxicidad, caracterizada por la respuesta
inicial de los organismos a la sustancia toxica, estos efectos se expresan en una
mortalidad inicial poco acentuada, pues el organismo trata de adaptarse a las
concentraciones de triclosan y realiza los ajustes fisioldgicos para logar su

sobrevivencia.
4.1.2. Alas 12 horas de exposicion

La segunda evaluacion del nimero de individuos muertos de Daphnia pulex
expuestos a seis concentraciones de triclosan, se realizé a las 12 horas, los

resultados fueron:

Tabla 3

Mortalidad de Daphnia pulex como efecto de concentraciones de triclosan a las 12 horas de

exposicion

Agua Triclosan (g-1")
Repeticiones Control 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1
Repeticion 1 1 4 4 5 5 5 5
Repeticion 2 0 3 4 4 5 5 5
Repeticion 3 0 5 3 3 5 4 5
Repeticion 4 0 4 3 4 4 4 4
Repeticion 5 1 3 4 4 4 5 5
Promedio 0 4 4 4 5 5 5

Fuente: elaboracion propia

A las 12 horas de exposicion al triclosan los individuos de Daphnia pulex muestran
un mayor efecto toxicoldgico manifestado en su mortalidad, para el tratamiento
control sélo con agua se obtuvo un promedio de cero individuos muertos, mientras
que en la concentraciones de triclosan de 0.1, 0.3 y 0.5 g-I! se obtuvo en promedio
cuatro individuos muertos, para las concentraciones superiores de 0.7,0.9y 1.1 g-I

! de triclosan se obtuvo en promedio cinco individuos muertos respectivamente.
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Figura 2. Mortalidad (%) de Daphnia pulex como efecto de concentraciones de
triclosén a las 12 horas de exposicion

En términos porcentuales a las 12 horas de exposicion al triclosan, los individuos
de Daphnia pulex empezaron a evidenciar una mayor mortalidad como efecto
toxicologico agudo, para el control s6lo con agua se obtuvo un promedio de 0% de
mortalidad, mientras que en la concentraciones de triclosan de 0.1,0.3y 0.5 g-I" se
obtuvo en promedio 40% de mortalidad respectivamente, para las concentraciones
superiores de 0.7, 0.9 y 1.1 g-I"! de triclosan se obtuvo en promedio un 50% de

mortalidad respectivamente.

Los resultados en esta segunda etapa de evaluacion (12 horas), indican la fase
secundaria de los procesos de toxicidad, la misma caracterizada por un incremento
de casi el doble de mortalidad de la fase de inicio, estos efectos se expresan en una
mortalidad méas acentuada, pues el organismo ha estado expuesto un tiempo
suficiente para ser afectado por la sustancia toxica (triclosan), por lo que el ajuste

fisiolégico no es suficiente para evitar el colapso fisioldgico y posterior muerte.
4.1.3. Alas 18 horas de exposicion

La tercera evaluacion del numero de individuos muertos de Daphnia pulex
expuestos a seis concentraciones de triclosan, se realizé a las 18 horas, los
resultados fueron:
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Tabla 4
Mortalidad de Daphnia pulex como efecto de concentraciones de triclosan a las 18 horas de
exposicion
Agua Triclosan (g-1"%)

Repeticiones Control 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1
Repeticion 1 1 4 6 8 9 9 10
Repeticion 2 0 3 6 8 9 10 10
Repeticion 3 0 5 5 9 10 10 10
Repeticion 4 1 4 5 9 8 9 10
Repeticion 5 1 3 5 7 7 9 10
Promedio 1 4 5 8 9 9 10

Fuente: elaboracion propia

A las 18 horas de exposicion al triclosén los individuos de Daphnia pulex muestran
ya el mayor efecto toxicoldgico, expresado en una mayor mortalidad, para el control
solo con agua se obtuvo un promedio de un individuo muerto, mientras que en la
concentracion de triclosan de 0.1 -1t se obtuvo cuatro, con 0.3 g1 present6 en
promedio cinco individuos muertos y con 0.5 g-I"! se obtuvo en promedio ocho
individuos muertos, mientras que para las concentraciones superiores de 0.7 y 0.9
g-1"t se obtuvo en promedio nueve individuos muertos respectivamente, finalmente

para la concentracion de 1.1 g-I"t de triclosan se obtuvo en promedio la totalidad
de individuos muertos (diez).
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Figura 3. Mortalidad (%) de Daphnia pulex como efecto de concentraciones de
tricloséan a las 18 horas de exposicién
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En términos porcentuales a las 18 horas de exposicion al triclosan, los individuos
de Daphnia pulex mostraron el mayor efecto toxico, para el control s6lo con agua
se obtuvo un promedio de 10% de mortalidad, mientras que en la concentraciones
de triclosan de 0.1 g-I"* se tiene 40% de mortalidad, con 0.3 g-I"* se obtuvo 50%
de mortalidad, con 0.5 g-I"! se obtuvo en promedio 80% de mortalidad, para las
concentraciones superiores de 0.7 y 0.9 g-I* se tiene 90% de mortalidad y

finalmente con 1.1 g-1I"* de tricloséan se obtuvo en promedio 100% de mortalidad.

Los resultados en esta tercera evaluacion (18 horas), indican la fase final de los
procesos de toxicidad, la misma caracterizada por la manifestacion de la mortalidad
total acumulada mas alta en concentraciones superiores, estos efectos se expresan
en la formacion de una asintota superior de la curva sigmoide que expresa este

proceso, pues el efecto toxico ha mostrado ya su mayor efecto.

Una vez finalizado el bioensayo de toxicidad aguda, en nuestro caso a las 18 horas
de exposicion, se procedio al analisis estadistico para determinar la concentracién
letal media (CL50), que indica la cantidad de sustancia toxica que causa la muerte
del 50% de la poblacion de Daphnia pulex, a continuacion se muestra el analisis de

varianza del modelo sigmoide aplicado a los resultados de mortalidad.

Tabla 5.
Analisis de varianza del modelo sigmoide para mortalidad de Daphnia pulex como efecto de
concentraciones de triclosan a las 18 horas de exposicién

Parametro DF Estimador Error estandar Limites de confianza Chi-cuadrado Pr > ChiSq

al 95%
Intercepto 1 1.4457 0.3364 0.7865  2.1050 18.47 <.0001**
Logl0(Dose) 1 2.2673 0.8327 0.6353  3.8993 741  0.0065**
C 1 0.1186 0.1172  -0.1110 0.3483

Fuente: elaboracion propia **diferencia altamente significativa (p<0.01)

El ANOVA indica la existencia de diferencia estadistica significativa para el
intercepto (p<0.05), por lo cual este término del modelo puede utilizarse para
analizar esta relacion entre concentraciones (dosis) de triclosan y la mortalidad
observada, asi mismo el segundo componente también mostrd significancia
estadistica (p<0.05), por lo que el modelo sigmoide con transformaciones Probit
evidencié consistencia estadistica para su utilizacion en la determinacion de la
CLsqo.
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Figura 4. Modelo sigmoide para probabilidad de mortalidad de Daphnia pulex como efecto de
concentraciones de triclosan a las 18 horas de exposicion

El modelo de regresion sigmoide permite obtener mediante interpolacion la CLso
del triclosdn sobre Daphnia pulex, para nuestro estudio el valor estimado para
causar la mortalidad del 50% de una poblacion fue estimada en 0.17938 g-I* de
triclosan, el intervalo inferior al 95% de confianza es de 0.06036 g-1* y el intervalo
superior de 0.28704 g-I*, el resto de probabilidades para diferentes rangos
porcentuales se muestran en el anexo 5.

Tabla 6

Analisis de varianza para mortalidad de Daphnia pulex como efecto de concentraciones de
triclosan a las 18 horas de exposicion

F.V. G.L. S.C. C.M. F-Valor Pr>F
Concentraciones 6 8.48682253  1.41447042 44.76 <0.0001**
Tiempo de exposicion 2 12.1773395  6.08866977 192.69 <0.0001**
Error 96 3.03341335  0.03159806

Total corregido 104 23.6975754
Y=Log (y+5) **Diferencia altamente significativa (p<0.01) CV%=7.5

Se observa la existencia de diferencia estadistica significativa (p<0.05), de lo cual
se interpreta que existio un efecto notorio de las concentraciones de triclosan sobre

la mortalidad de Daphnia pulex, del mismo modo se evidencia un efecto del tiempo
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de exposicion, las pruebas de rango multiples se muestran en anexos, de estos

resultados es claro el efecto de los dos factores considerados en el estudio.

Los resultados ponen en claro que el triclosan tiene un efecto toxicoldgico sobre los
organismos de prueba, considerando el amplio uso de esta sustancia en productos
de higiene personal, es de suponer su presencia en las aguas servidas de la ciudad
de Puno que desembocan en la bahia interior del lago Titicaca, por lo que parte de
la toxicidad observada en estudios que utilizaron dichas aguas podria ser atribuida
al triclosan, entre otras sustancias toxicas que forman el complejo de aguas servidas

como ha sido demostrado en un estudio anterior (Palao, 2017).

Nuestros resultados demostrando la toxicidad de esta sustancia, coincide con lo
sefialado en otro estudio donde indican que la liberacién de triclosan en los sistemas
acuaticos causa efectos adversos sobre el medio ambiente y la biota, siendo lipofilo
tiende a acumularse en el tejido adiposo de los animales, en la orina, la sangre y la
leche materna, actualmente existe un debate cientifico sobre la seguridad y eficacia

del uso de triclosan (Kumar et al., 2015).

Por otro lado el Committee & Safety (2002), indica que el triclosan tiene una
toxicidad aguda para los organismos acuaticos en concentraciones <1 mg/l,
equivalente al limite de clasificacion R50 (muy tdxico para los organismos
acuaticos), indican valores de LCso en el rango de 0.26-0.54 mg/l para peces,
mientras que los valores de CEsp para toxicidad aguda para crustaceos estan en el
rango de 0.13 - 0.39 mg/l, estos resultados estan por debajo de los reportados en
nuestro estudio, atribuible al tiempo de exposicion en el que se obtuvo la mortalidad
total (alrededor de 18 horas), sin embargo queda claro que esta sustancia estaria
causando la mortalidad tanto de crustdceos como peces en los ambientes acuéaticos

donde es acumulado por su baja tasa de descomposicion.

Asi mismo Dinh (2013), indica que se ha demostrado que el triclosan se acumula
en el tejido, causa toxicidad a organismos acuaticos y afecta la contraccion
muscular, determind que el triclosan era altamente toxico para V. fischeri (pez
cebra), ademas sefiala que causa deformidades en la columna vertebral. También se
observaron defectos en embriones de pollo tratados con TCS que tenian un tamafio
corporal mas pequefio y una pigmentacion ocular irregular, nuestros resultados

revelan la toxicidad aguada del triclosan sobre Daphnia pulex, sin embargo deberia
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proseguirse estudios que abarquen el campo de toxicidad crénica con las
concentraciones mas bajas a las utilizados en el presente estudio, para evaluar

efectos subletales.

Khatikarn, Satapornvanit, Price, & van Den Brink (2016), sefialan valores de LCsg
de 96 horas para las especies de invertebrados estudiados oscilaron entre 72 y 962
ug/L. No hubo diferencias significativas entre la sensibilidad de las especies de
invertebrados acuéticos de las regiones tropicales y templadas. Los valores de ECso
para C. ellipsoidea, con y sin tampo6n de pH, fueron significativamente diferentes.
Los hallazgos de este estudio pueden usarse para respaldar los criterios de calidad
del agua especificos del sitio y la evaluacion del riesgo ambiental para triclosan en
regiones tropicales, tales conclusiones también son validas para nuestro estudio,
donde el Estado mediante los organismos pertinentes deberia legislar sobre el uso
excesivo de esta sustancia, considerando la toxicidad evidenciada en el presente

estudio y los antecedentes también sefialados.

Del mismo modo Orvos et al. (2002), indican que la concentracion efectiva media
del triclosan a 48 h para Daphnia magna (ECso) fue de 390 pg/L y los valores de
concentracion letal media de 96 h para Pimephales promelas y Lepomis
macrochirus fueron 260 y 370 pg/L, respectivamente, estas concentraciones son
menores a las estimadas en nuestro estudio, lo que indicaria que la toxicidad de esta
sustancia es clara, esta tendencia a demostrar la poca utilidad de esta sustancia como
antibacteriano y mas bien perjudicial para los ecosistemas acuaticos, ha permitido
un primer pronunciamiento del Ministerio de Salud, (2017), donde recomienda que
el triclosan puede ser utilizado como preservante en una concentraciéon maxima del
0.3% para dentifricos, pastillas de jabdn, jabones liquidos y geles de ducha,
desodorantes (no en aerosol), esto indica una primera accion en el pais para regular

el uso de esta sustancia.

Por otro lado Vera (2012), realiz6 un estudio con el objetivo realizar la evaluacion
del riesgo ambiental por el uso de tres productos quimicos de limpieza doméstica
gue contenian triclosan en su composicion, donde concluye que la concentracién
letal media (LCso) de estos productos domésticos son toxicos para P. reticulata
presentando un nivel alto de toxicidad, por lo que nuestros resultados se respaldan

en este antecedente donde productos con contenido de triclosan causan mortalidad
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de organismos acuaticos, suponiendo la cantidad de estos productos que se
descargan en el lago Titicaca es de esperar efectos similares a los sefialados.

Martinez (2014), sefiala que se ha demostrado que los tres compuestos xenobioticos
(entre ellos triclosan) han sido capaces de alterar la expresion de los genes
implicados en la ruta de respuesta a la ecdisona, actuando como agonista en el caso
del triclosan, sugiriendo asi una interaccion directa de estos compuestos con el
sistema endocrino de los insectos, si bien el estudio realizado corresponde al caso
de toxicidad aguda, otros estudios de la cronicidad del triclosan podrian esclarecer
el efecto de concentraciones méas bajas a las utilizadas, pero que tendrian efectos

como genotoxicidad que han sido indicados en esta referencia.

4.2. Concentracion de inhibicion media (CLso) del triclosan sobre “lechuga”
(Lactuca sativa) analizada mediante bioensayo.
La evaluacion de toxicidad del triclosan sobre semillas de Lactuca sativa, no mostrd
efecto alguno sobre el porcentaje de germinacion, por lo que se procedio a realizar
evaluaciones respecto a la inhibicion de crecimiento que causo esta sustancia en el

desarrollo de la plantula.

4.2.1. Alos 3 dias de exposicion

Tabla 7
Longitud total de plantula (cm) en semillas de lechuga sometidas a concentraciones de triclosan
a los 3 dias de exposicién

Agua Triclosan
Estadistico  0g-I* 191t 2917 39t 4917 5¢9:17 69l
N 10 10 10 10 10 10 10
Minimo 3.12 3.02 3.11 1.84 1.44 1.89 0.90
Méaximo 3.65 3.81 3.74 2.95 3.54 3.05 2.39
Media 3.32 3.36 3.35 2.43 2.17 2.47 1.65
D.E. 0.26 0.39 0.23 0.42 0.88 0.48 0.59

Fuente: elaboracion propia

A los 3 dias de germinacion, la longitud total de la plantula de lechuga en el
tratamiento control con agua mostré un crecimiento promedio de 3.32 cm, mientras
que las concentraciones mas bajas de triclosan con 1 y 2 g-I* no mostraron
diferencia estadistica con el control (p>0.05), las concentraciones de 3,4,5y 6 g-I"
! de triclosan si mostraron un efecto inhibitorio de crecimiento de la plantula al ser

estadisticamente diferentes al tratamiento control (p<0.05) (anexo 6).
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Figura 5. Inhibicion porcentual de crecimiento de plantula como efecto de
concentraciones de triclosan a los 3 dias de exposicion

En términos de porcentaje de inhibicion, se determiné que en promedio el
tratamiento control y las concentraciones de 1y 2 g-I"! de triclosan mostraron en
promedio 0% de inhibicion, es decir el crecimiento fue similar no evidenciandose
efecto en estas concentraciones, sin embargo a partir de 3 g-I si se observé efecto
inhibitorio con 26.81% y en la concentracion mas alta se obtuvo un 50.45% de

inhibicidn de crecimiento de la plantula.

4.2.2. Alos 5 dias de exposicién

Tabla 8

Longitud total de plantula (cm) en semillas de lechuga sometidas a concentraciones de triclosan
a los 5 dias de exposicién

Agua Triclosan
Estadistico 0g-I*? 19t 29It 3g-lt 491t 5¢g-It 69l
N 10 10 10 10 10 10 10
Minimo 3.37 3.99 4.66 2.93 2.10 2.27 2.48
Maximo 5.27 5.36 5.34 3.77 4.52 3.21 4.10
Media 4.00 4,52 4.93 3.34 3.05 2.79 3.07
D.E. 0.80 0.52 0.32 0.33 0.94 0.34 0.65

Fuente: elaboracion propia

A los 5 dias de germinacion, la longitud total de la plantula de lechuga en el
tratamiento control con agua mostré un crecimiento promedio de 4.00 cm, mientras
que las concentraciones mas bajas de triclosan con 1 y 2 g-I* no mostraron

diferencia estadistica con el control (p>0.05), las concentraciones de 3,4,5y 6 g-I"
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! de triclosan si mostraron un efecto inhibitorio de crecimiento de la plantula al ser

estadisticamente diferentes al tratamiento control (p<0.05) (anexo 6).
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Figura 6. Inhibicion porcentual de crecimiento de plantula como efecto de
concentraciones de triclosan a los 5 dias de exposicion

Evaluando los porcentajes de inhibicion, se determind que en promedio el
tratamiento control y las concentraciones de 1 y 2 g-I"! de triclosan mostraron en
promedio 0% de inhibicion, es decir el crecimiento fue similar no evidenciandose
efecto en estas concentraciones, sin embargo a partir de 3 g-1"! si se observo efecto
inhibitorio con 16.60% Yy en la concentracion mas alta se obtuvo un 31.13% de

inhibicidn de crecimiento de la plantula.

4.2.3. Alos 7 dias de exposicién

Tabla 9

Longitud total de plantula (cm) en semillas de lechuga sometidas a concentraciones de triclosan
a los 7 dias de exposicion

Agua Triclosan
Estadistico  0g-I? 1g-? 2g-It 3g:1t 491t 5g-It 6g-l?t
N 10 10 10 10 10 10 10
Minimo 3.87 4.49 5.16 3.43 2.60 2.77 2.98
Maximo 5.77 5.86 5.84 4.27 5.02 3.71 4.60
Media 4.50 5.02 5.43 3.84 3.55 3.29 3.57
D.E. 0.80 0.52 0.32 0.33 0.94 0.34 0.65

Fuente: elaboracion propia
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A los 7 dias de germinacion, la longitud total de la plantula de lechuga en el
tratamiento control con agua mostré un crecimiento promedio de 4.50 cm, mientras
que las concentraciones mas bajas de triclosan con 1 y 2 g-I"* no mostraron
diferencia estadistica con el control (p>0.05), las concentraciones de 3,4,5y 6 g-I"
! de triclosan si mostraron un efecto inhibitorio de crecimiento de la plantula al ser

estadisticamente diferentes al tratamiento control (p<0.05) (anexo 6).
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Figura 7. Inhibicion porcentual de crecimiento de plantula como efecto de
concentraciones de triclosan a los 7 dias de exposicién

Evaluando los porcentajes de inhibicion, se determind que en promedio el
tratamiento control y las concentraciones de 1 y 2 g-I"* de triclosan mostraron en
promedio 0% de inhibicion, es decir el crecimiento fue similar no evidenciandose
efecto adverso en estas concentraciones, sin embargo a partir de 3 g-1"* si se observo
efecto inhibitorio con 14.75% y en la concentracion mas alta se obtuvo un 27.56%

de inhibicidn de crecimiento de la plantula.
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Figura 8. Concentracion de Inhibicion media (CLso) de crecimiento de plantula
como efecto de concentraciones de triclosan a los 7 dias de exposicion

Los resultados del bioensayo de toxicidad del triclosan en semillas de lechuga,
evidencid que el mayor efecto inhibitorio de crecimiento se manifest6 a los 3 dias
de germinacion, mientras que en los dias posteriores el crecimiento fue menos
inhibido, pero evidenciando un menor didmetro de la plantula. La determinacion
del efecto inhibitorio medio se estimé ajustando un modelo de regresion no lineal,
puesto que el efecto de inhibicidn es acumulativo y describe una inflexion en las

mayores concentraciones de la sustancia toxica.

Una vez determinado el modelo se procedié a interpolar la concentracion con la
cual se inhibiria el crecimiento de las plantulas en 50%, este valor se obtendria con

la mayor concentracion utilizada, es decir 6 g-1* de triclosan.

La importancia de determinar el efecto del triclosdn sobre la germinacion y
desarrollo de la lechuga, radica en el posible uso de aguas servidas para el riego de
algunos cultivos, por lo que nuestros resultados podran ser utilizados para planificar
dichas actividades.

Los efectos en organismos vegetales ha sido sefiala por Caamafio (2015), que indica

efectos nocivos del triclosan sobre diferentes pardmetros relacionados con el

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS EPG U

Tabla

NA - PUNO

crecimiento de la micro alga de agua dulce Chlamydomonas moewusii, como son
la densidad celular, la concentracién de pigmentos o la actividad celular. El
triclosan resultd toxico para la micro alga a concentraciones iguales o superiores a
0.75 mg-ml-1. Esta toxicidad se ve reflejada en una inhibicion del crecimiento, que
es dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion, nuestros resultados
coinciden en lo sefialado, debido que se observé una inhibicion del crecimiento de
las plantulas de lechuga, si bien las concentraciones utilizadas no impidieron la
germinacion de la semilla, queda claro que el crecimiento y probablemente el
producto cosechable se veria afectado por la presencia de esta sustancia en el agua
de riego.

Del mismo modo el Committee & Safety (2002), sefiala que las algas parecen ser
el organismo acuético més sensible al triclosan, los valores de ECso para la
inhibicion de la tasa de crecimiento se han encontrado en el rango de 1.4 a 19 ug/l,
cuyos resultados son menores a los reportados en nuestro debido, lo cual se debe a
que en el caso de las algas estas estan expuesta directamente a la sustancia toxica,
mientras que en el bioensayo de germinacion la cubierta germinal protege en cierta

medida al embrion de la semilla.

De los resultados del estudio y la revision realizada, se establece que en organismos
vegetales la mayor incidencia del triclosan se presentaria en los niveles primarios
de productividad (micro algas y algas), mientras que si se utilizaria para riego el
efecto se manifestaria sobre una disminucion significativa del desarrollo de las
plantas, no descartdndose que la productividad de estos cultivos se vea afectada

también.

10

Andlisis de varianza para crecimiento total de raiz de L. sativa sometidas a concentraciones de
triclosan a los 7 dias de exposicion

F.V. G.L S.C. C.M. F-Valor Pr>F
Concentraciones 6 50.60822667 8.43470444 25.92 <0.0001**
Tiempo de exposicion 2 40.3516019 20.175801 62.01 <0.0001**
Error 96 31.2349048 0.3253636

Total corregido 104 122.194733

**Diferencia altamente significativa (p<0.01) CV%=16.2

Se observa la existencia de diferencia estadistica significativa (p<0.05), de lo cual

se interpreta que existio un efecto notorio de las concentraciones de triclosan sobre
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el crecimiento de la raiz de L. sativa, del mismo modo se evidencia un efecto del
tiempo de exposicion, las pruebas de rango multiples se muestran en anexos, de

estos resultados es claro el efecto de los dos factores considerados en el estudio.

4.3. Concentracién con efecto adverso no observable (NOAC) del triclosan sobre
“pulga de agua” (Daphnia pulex) y “lechuga” (Lactuca sativa) analizada
mediante bioensayo.

El efecto adverso no observable se determind con los resultados de los items
anteriores, siguiendo un procesamiento estadistico para tal fin, buscando realizar
comparaciones pareadas del tratamiento control y cada una de las concentraciones

de triclosan utilizadas.

4.3.1. Concentracion sin efecto adverso observable (NOAC) de triclosan sobre Daphnia
pulex
Tabla 11

Determinacion de la concentracién sin efecto adverso observable (NOAC)
sobre Daphnia pulex sometidas a concentraciones de triclosan

Diferencia Limite de confianza al Sig.
Comparacion entre 95%Simultaneo
medias
11-0 9.4000 8.1612 10.6388 Fx
09-0 8.8000 7.5612 10.0388 xx*
07-0 8.0000 6.7612 9.2388 xx*
05-0 7.6000 6.3612 8.8388 xx*
03-0 4.8000 3.5612 6.0388 Fx
01-0 3.2000 1.9612 4.4388 **

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estan indicadas por ***,

Las comparaciones pareadas con la prueba de Dunnett determiné la existencia de
diferencia estadistica importante (p<0.05) para todas las concentraciones versus el
tratamiento control, excepto para la menor concentracion de triclosan con 0.1 g-172,
de lo cual se interpreta que esta concentracion seria la NOAC para esta sustancia
bajo las condiciones del estudio.
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4.3.2. Concentracion sin efecto adverso observable (NOAC) de triclosan sobre Lactuca
sativa
Tabla 12

Determinacion de la concentracion sin efecto adverso observable (NOAC) sobre
Lactuca sativa sometida a concentraciones de triclosan

Tratamiento Diferencia Limite de confianza al Sig.
Comparacion entre 95%Simultaneo
medias
1-0 0.0360 -0.8417 0.9137 n.s
2-0 0.0280 -0.8497 0.9057 n.s
5-0 -0.8560 -1.7337 0.0217 kel
3-0 -0.8940 -1.7717 -0.0163 *xx
4-0 -1.1520 -2.0297 -0.2743 Fex
6-0 -1.6780 -2.5557 -0.8003 Fex

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estan indicadas por ***.
Donde n.s: no significativo

Las comparaciones pareadas con la prueba de Dunnett determind la existencia de
diferencia estadistica importante (p<0.05) para las concentraciones de 3, 4, 5,6 g-I
! de triclosan, mientras que las concentraciones de 1 y 2 g-I"! no mostraron
diferencia estadistica, de lo cual se interpreta que la NOAC para esta sustancia bajo
las condiciones del estudio es de 2 g-1"* de triclosan, con cuya concentracion no se

produciria algun efecto adverso en el desarrollo de la plantula de lechuga.

Como lo sefala Ellis, Revitt, & Lundy, (2013) algunos contaminantes emergentes
(PE) ahora estan regulados como sustancias peligrosas o prioritarias, el uso
excesivo de estas nuevas sustancias requiere estudios especificos a que
concentraciones pueden ser toxicos para diferentes organismos, este estudio trata
de tener una primera referencia sobre el triclosan y su efecto, queda claro que los
valores de la concentracidn sin efecto adverso observable (NOAC) reportadas en
nuestro estudio deberian tomarse con prudencia, puesto que se requieren estudios
de toxicidad crdnica para evaluar efectos sobre el crecimiento y desarrollo de ambas

especies utilizadas.

Orvos et al. (2002), sefial6 que la concentracion efectiva media del triclosan a 48 h
para Daphnia magna (ECso) fue de 390 ug/L, mientras que la concentracion de
efecto no observado (NOEC) y la concentracion de efecto mas bajo observada fue

de 34.1 y 71.3 pg/L respectivamente, valores que son menores a los reportados a
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nuestro estudio, sin embargo queda claro que se requieren estudios especificos para
determinar cual es la concentracién de triclosan en las aguas servidas de la ciudad
de Puno, lo que permitiria tener una informacion importante respecto a la letalidad

0 no de las mismas.
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CONCLUSIONES

- Laconcentracion letal media (CLso) del triclosan sobre Daphnia pulex (pulga de
agua) analizada mediante bioensayo, fue estimada en 0.17938 g-I* de triclosan,
el intervalo inferior al 95% de confianza es de 0.06036 g-1* y el intervalo
superior de 0.28704 g-I.

- La concentracion de inhibicion media (CLso) del triclosan sobre plantulas de
Lactuca sativa (lechuga) analizada mediante bioensayo, fue estimada en 6 g-1*

de triclosan.

- La concentracion con efecto adverso no observable (NOAC) del triclosan sobre
Daphnia pulex (pulga de agua) fue estimada en 0.1 g-I?, y para Lactuca sativa
(lechuga) fue estimada en 2 g-1"! de triclosan.
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RECOMENDACIONES

- Realizar estudios de toxicidad cronica para evaluar los efectos del triclosan sobre
aspectos reproductivos y productivos en los organismos de prueba utilizados en

el presente estudio.

- Realizar estudios de toxicidad aguda en otros organismos propios del lago
Titicaca como larvas de Orestias y otras especies, para determinar el efecto toxico

de esta sustancia sobre organismos de mayor nivel tréfico.

- Llevar a cabo estudios para analizar el contenido de triclosan en aguas servidas de
las principales ciudades de la region Puno, para determinar si dichas
concentraciones superan los valores determinados como tdéxicos en el presente

estudio.
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Anexo 1. Constancia de realizacion del estudio en Laboratorio de Inculaya, Chucuito

GOBIERNO REGIONAL )
‘ PUNO Presidencia Regional
e e g

RECION PUNO

“Afo del Dialogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE: DIRECTOR EJECUTIVO DEL PROYECTO ESPECIAL TRUCHAS
TITICACA - PETT

Hace constar:

Que el Sr. Edgar Armando Apaza Aguilar identificado con DNI. 41838738, ha
desarrollado la investigacion de “EFECTO TOXICOLOGICO DEL TRICLOSAN SOBRE
%, Daphnia pulex (PULGA DE AGUA) Y Llactuca sativa (LECHUGA) MEDIANTE

' JPIOENSAYOS" el mismo que se desarrollé en los meses de junio, julio y agosto en el

laboratorio de Inculaya — chucuito

Se expide el presente a solicitud del interesado, para los fines que vea por
conveniente.

Puno, 19 de octubre del 2018
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Anexo 2. Constancia de ejecucion del estudio en el laboratorio de Ecologia Acuética de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA-Puno.

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA ACADEMICO DE ECOLOGIA

LABORATORIO DE ECOLOGIA ACUATICA

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE COORDINADOR DE LABORATORIO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE ECOLOGIA ACUATICA DE LA UNA-PUNO

HACE CONSTAR:

Que Lic EDGAR ARMANDO APAZA AGUILAR Egresado de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional Del Altiplano, ha realizado el
TRABAJO DE INVESTIGACION “EFECTO TOXICOLOGICO DEL TRICLOSAN
SOBRE Daphnia pulex (PULGA DE AGUA) Y Lactuca sativa (LECHUGA) MEDIANTE
BIOENSAYOS” en la parte de medicién y preparacion de las diferentes concentraciones
con Triclosan, proceso gravimétrico, potencidmetro, oxigeno disuelto y temperatura ,

Realizado los dias 19 al 21 de septiembre del 2018.

Se emite la presente constancia a solicitud de la interesada para los

fines que se estime por conveniente

Puno, 19 de Octubre del 2018
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Anexo 3. Resultados del bioensayo de toxicidad de triclosan sobre Daphnia pulex

Concentraciones | Individuos | Muertos 6h | Muertos 12h | Muertos 18h
TO 10 1 1 1
TO 10 0 0 0
TO 10 0 0 0
TO 10 0 0 1
TO 10 1 1 1
Tl 10 2 4 4
Tl 10 1 3 3
Tl 10 3 5 5
T1 10 2 4 4
Tl 10 1 3 3
T2 10 2 4 6
T2 10 2 4 6
T2 10 1 3 5
T2 10 1 3 5
T2 10 2 4 5
T3 10 3 5 8
T3 10 2 4 8
T3 10 1 3 9
T3 10 2 4 9
T3 10 2 4 7
T4 10 3 5 9
T4 10 3 5 9
T4 10 3 5 10
T4 10 2 4 8
T4 10 2 4 7
T5 10 3 5 9
T5 10 3 5 10
T5 10 2 4 10
T5 10 2 4 9
T5 10 3 5 9
T6 10 3 5 10
T6 10 3 5 10
T6 10 3 5 10
T6 10 2 4 10
T6 10 3 5 10
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Anexo 4. Resultados del bioensayo de toxicidad de triclosan sobre Lactuca sativa

Evaluacion a 3 dias Evaluacion a 5 dias Evaluacion a 7 dias
TRATA LT LH LR LT LH LR LT LH LR
TO 3.65 1.98 1.67 3.72 1.62 2.09 4.22 2.12 2.59
T0 3.13 1.86 1.26 3.39 1.46 1.92 3.89 1.96 2.42
TO 3.55 1.82 1.73 3.37 1.71 1.65 3.87 2.21 2.15
TO 3.12 1.50 1.62 4.24 1.63 2.61 4,74 2.13 3.11
TO 3.17 1.30 1.87 5.27 1.79 3.48 5.77 2.29 3.98
T1 3.02 1.26 1.75 4.21 1.55 2.66 4,71 2.05 3.16
T1 3.81 2.01 1.80 5.36 1.99 3.37 5.86 2.49 3.87
T1 3.10 1.85 1.25 4.55 2.35 2.19 5.05 2.85 2.69
T1 3.76 1.61 2.15 3.99 1.83 2.16 4.49 2.33 2.66
T1 3.11 1.63 1.48 4.48 2.05 2.43 4,98 2.55 2.93
T2 3.74 1.73 2.00 4.73 2.01 2.72 5.23 251 3.22
T2 3.30 1.47 1.83 5.34 2.46 2.88 5.84 2.96 3.38
T2 3.29 1.60 1.69 4.73 1.95 2.78 5.23 2.45 3.28
T2 3.32 2.07 1.25 5.21 1.92 3.29 571 2.42 3.79
T2 3.11 1.55 1.55 4.66 2.08 2.58 5.16 2.58 3.08
T3 2.95 1.62 1.33 3.77 1.55 2.22 4.27 2.05 2.72
T3 2.66 1.11 1.55 2.93 1.37 1.56 3.43 1.87 2.06
T3 241 1.32 1.09 3.50 1.33 2.17 4.00 1.83 2.67
T3 2.29 0.96 1.33 3.40 1.45 1.95 3.90 1.95 2.45
T3 1.84 1.02 0.82 3.08 1.60 1.48 3.58 2.10 1.98
T4 2.57 1.30 1.27 2.42 1.07 1.35 2.92 1.57 1.85
T4 3.54 1.58 1.95 3.01 1.02 2.00 3.51 1.52 2.50
T4 1.56 0.98 0.58 3.20 1.00 2.20 3.70 1.50 2.70
T4 1.44 0.99 0.46 4.52 2.32 2.20 5.02 2.82 2.70
T4 1.75 0.86 0.89 2.10 1.11 0.99 2.60 1.61 1.49
T5 3.05 1.27 1.78 2.82 1.28 1.54 3.32 1.78 2.04
T5 2.66 1.39 1.27 2.90 1.15 1.75 3.40 1.65 2.25
T5 1.89 0.98 0.91 3.21 1.38 1.84 3.71 1.88 2.34
T5 2.05 1.07 0.98 2.27 1.09 1.18 2.77 1.59 1.68
T5 2.69 1.61 1.08 2.72 1.23 1.49 3.22 1.73 1.99
T6 1.21 0.63 0.58 2.48 1.22 1.26 2.98 1.72 1.76
T6 191 0.66 1.25 3.01 1.53 1.48 3.51 2.03 1.98
T6 0.90 0.46 0.44 4.10 1.64 2.46 4.60 2.14 2.96
T6 2.39 1.26 1.13 3.22 1.68 1.54 3.72 2.18 2.04
T6 1.82 0.87 0.95 2.56 1.16 1.40 3.06 1.66 1.90

Leyenda:

LT: Longitud total

LH: Longitud hipoctilo
LR: Longitud radicula
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Anexo 5. Resultados de modelo sigmoide con transformacion Probit para el ensayo de toxicidad
de triclosan sobre Daphnia pulex

Probabilidad | dosis 95% Limites fiduciales

0.01 0.01166 0.0001663 0.04177
0.02 0.01606 0.0003365 0.05164
0.03 0.01968 0.0005258 0.05911
0.04 0.02293 0.0007353 0.06546
0.05 0.02597 0.0009657 0.07114
0.06 0.02887 0.00122 0.07638
0.07 0.03168 0.00149 0.08131
0.08 0.03442 0.00179 0.08601
0.09 0.03712 0.00211 0.09052
0.1 0.0398 0.00246 0.09491
0.15 0.05308 0.0046 0.11561
0.2 0.06673 0.00754 0.13558
0.25 0.08121 0.01151 0.15583
0.3 0.09687 0.01679 0.17704
0.35 0.11407 0.02373 0.19987
0.4 0.1332 0.03284 0.22507
0.45 0.15476 0.04477 0.25364
0.5 0.17938 0.06036 0.28704
0.55 0.20792 0.08071 0.32753
0.6 0.24157 0.10717 0.37894
0.65 0.28209 0.14125 0.44808
0.7 0.33216 0.18445 0.5477
0.75 0.39621 0.23806 0.7029
0.8 0.48218 0.30376 0.96625
0.85 0.60619 0.38624 1.46293
0.9 0.8085 0.50008 2.57609
0.91 0.86674 0.52972 2.96754
0.92 0.93478 0.56306 3.46579
0.93 1.01576 0.6012 411715
0.94 1.11454 0.64581 499851
0.95 1.23896 0.69952 6.24709
0.96 1.403 0.76687 8.13371
0.97 1.63473 0.85667 11.27656
0.98 2.00307 0.98959 17.46136
0.99 2.75924 1.23618 34.95378
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Anexo 6. Resultados de analisis estadistico

Analisis de varianza para mortalidad de D. pulex

F.V. G.L. S.C. C.M. F-Valor Pr>F
Concentraciones 6 8.48682253 | 1.41447042 44.76 <.0001**
Tiempo de exposicion 2 12.1773395 | 6.08866977 192.69 <.0001**
Error 96 3.03341335 | 0.03159806
Total corregido 104 23.6975754

Y=Log (y+5) **Diferencia altamente significativa (p<0.01) CV%=7.5

Prueba de rango multiple de Tukey por concentraciones para mortalidad de D. pulex

Tukey Agrupamiento| Media| N | Concentraciones
A 2.56841 | 15 T6
A 2.54571 |15 T5

B A 2.52589 | 15 T4

B A 2.48827 |15 T3

B A 2.38980 | 15 T2

B 2.34219 |15 T1
C 1.69452 | 15 T0

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Prueba de rango multiple de Tukey por tiempo de exposicién para mortalidad de D. pulex

Tukey Agrupamiento| Media| N | Tiempo de exposicion

A 2.76414 |35 12 horas
B 2.39875|35 18 horas
C 1.93202 |35 6 horas

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Analisis de varianza para crecimiento total de raiz de L. sativa

F.V. G.L. S.C. C.M. F-Valor Pr>F
Concentraciones 6 50.60822667 | 8.43470444 25.92 <.0001**
Tiempo de exposicion 2 40.3516019 | 20.175801 62.01 <.0001**
Error 96 31.2349048 | 0.3253636

Total corregido 104 122.194733

**Diferencia altamente significativa (p<0.01)  CV%=16.2

Prueba de rango multiple de Tukey por concentraciones para crecimiento total de raiz de

L. sativa
Tukey Agrupamiento | Media| N | Concentraciones

A 45733| 15 T2
A 4.2987| 15 T1

3.9400 | 15 TO
C 3.2007 | 15 T3
C 2.9240 15 T4
C 2.8453 |15 T5
C 2.7647 |15 T6

Prueba de rango multiple de Tukey por tiempo de exposicion para crecimiento total de raiz
de L. sativa

Tukey Agrupamiento | Media | N | Tiempo de exposicién
A 4.1706 | 35 7 dias
B 3.6706 | 35 5 dias
C 2.6789 |35 3 dias
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A los 3 dias de evaluacion

Medias con la misma letra
no son significativamente
diferentes.
Tukey Agrupamiento | Media | N | tratamiento
A 3.3600| 5|1
A 3.3520| 5|2
A 3.3240| 5|0
B A 2.4680| 5|5
B A 2.4300| 5|3
B 2.1720| 5|4
B 1.6460 | 5|6

A los 5 dias de evaluacion

Medias con la misma letra
no son significativamente

diferentes.

Tukey Agrupamiento | Media | N | tratamiento

A 49340 | 5|2

B A 45180 | 5|1

B A Cc 3.9980| 5|0

B D Cc 3.3360| 5|3

D Cc 3.0740 | 5|6

D Cc 3.0500| 54

D 2.7840| 5|5
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A los 7 dias de evaluacion

Medias con la misma letra
no son significativamente

diferentes.

Tukey Agrupamiento | Media | N | tratamiento

A 5.4340| 5|2
B A 5.0180| 5|1
B A C 44980 | 5|0
B D C 3.8360| 5|3
D Cc 3.5740| 5|6
D Cc 3.5500| 5|4
D 3.2840| 5|5
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Anexo 7. Panel fotografico

Bioensayo con pulga de agua (Daphnia pulex)

\

Preparacién de seis concentraciones de triclosan

Conteo de individuos muertos Analisis estadistico

Figura 9. Procedimiento de ejecucion del bioensayo con Daphnia pulex
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Bioensayo con semillas de lechuga (Lactuca sativa)

R

Medicion de parametros fisicoquimicos Acondicionamiento de placas Petri

2345 6780 WHROUHES DY
Medicién digital de plantulas

Figura 10. Procedimiento de ejecucidn del bioensayo con Lactuca sativa
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Medicion de plantulas de lechuga
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Control y 5 g-I* de triclosan Control y 6 g-1"* de triclosan

Figura 11. Efecto de concentraciones de triclosan versus tratamiento control en el desarrollo de
plantulas de lechuga.
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