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CAPÍTULO 12 
Bioensayos de toxicidad 

Leticia Peluso 

La actividad humana genera grandes cantidades de desechos tóxicos que son liberados al 

ambiente, ingresando a los diferentes compartimentos de los ecosistemas, ya sea aire, agua, 

suelo o biota, dependiendo su destino de las propiedades fisicoquímicas, movilidad y persistencia 

de los compuestos que la integran. Los cuerpos de agua reciben directa o indirectamente des-

cargas de contaminantes como consecuencia de las diferentes actividades antrópicas que tienen 

lugar en las cercanías de los mismos (Figura 12.1.).  

Figura 12.1: Esquema general de las fuentes de contaminación sobre ambientes acuáticos 
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Para evaluar los efectos potencialmente perjudiciales de una sustancia química (u otro agente) 

sobre la biota, es necesario establecer una relación cuantitativa reproducible entre la exposición quí-

mica y un cierto grado de daño para el organismo o grupo de organismos bajo investigación. 

La preservación de la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas, así como la protec-

ción de la salud humana, se fundamenta en la evaluación del peligro de los productos químicos 

artificiales, dicha evaluación se basa principalmente en el uso de pruebas de (eco) toxicidad. El 

objetivo de estas pruebas es generar información cuantitativa o cualitativa sobre los efectos no 

deseados de los xenobióticos para su regulación, según lo solicitado por numerosas autoridades 

reguladoras de todo el mundo, para estimar concentraciones aceptables de contaminantes en el 

agua y los alimentos, para establecer límites de exposición permisibles para los trabajadores, y 

para proteger la biota. 

En este contexto, se han desarrollado numerosas pruebas de toxicidad aguda y crónica en 

los últimos 30 años para la evaluación del peligro ambiental de los productos químicos. Debido 

a que una sola especie o punto final no puede reflejar adecuadamente los efectos producidos 

por los contaminantes sobre toda la biota en el ecosistema en estudio, es común utilizar varias 

especies de prueba que generalmente representan diferentes niveles tróficos para tratar de re-

flejar la situación ambiental de la manera más realista posible. 

Bioensayos de toxicidad 

Para evaluar los efectos perjudiciales potenciales de un químico (u otro agente) sobre la biota, 

es necesario establecer una relación cuantitativa reproducible entre la exposición a las sustan-

cias químicas y alguna medida de daño al organismo o grupo de organismos bajo investigación. 

La mayoría de los datos toxicológicos ambientales actuales provienen de ensayos de laborato-

rio controlados y generalmente involucran productos químicos individuales y poblaciones muy 

pequeñas de organismos de prueba. Incluso en un bioensayo de toxicidad estándar, se intenta 

simular lo que sucedería en una gran población observando quizás solo 30 individuos por expo-

sición o tratamiento. Las hipótesis sobre el mecanismo de acción tóxica de una sustancia química 

específica o grupo de sustancias químicas generalmente se prueban a nivel celular o subcelular 

sobre la base de las cuales los investigadores a menudo hacen suposiciones sobre cómo un 

cambio bioquímico o fisiológico particular puede afectar la aptitud general del organismo. 

Al vincular la respuesta del organismo con la de una población, también estamos haciendo 

suposiciones sobre cómo las respuestas tóxicas de los individuos pueden reflejarse en niveles 

más altos de organización biológica. Este tipo de enfoque se muestra en el esquema "anidado" 

de la Figura 12.2, donde los efectos celulares implican efectos en todos los niveles de organiza-

ción biológica. Claramente, esto representa una simplificación excesiva. Las áreas sombreadas 

en la figura representan donde se trabaja con mayor incertidumbre. Por ejemplo, una respuesta 

a nivel de sub-organismo, tal como una alteración en la actividad enzimática o la respuesta in-
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mune, pueden representar una reacción saludable a un estrés; por lo tanto, encontrar una rela-

ción cuantitativa entre dicha respuesta y el estado de salud de un organismo puede ser difícil. La 

extrapolación del nivel de individuo a la población o comunidad presenta un conjunto diferente 

de problemas. Por ejemplo, los efectos disruptivos de los humanos en el ecosistema deben ser 

vistos dentro del contexto de variaciones físicas y químicas naturales dentro del medio ambiente, 

como los efectos climatológicos. Además, los organismos pueden adaptarse a la contaminación 

provocada por el hombre de la misma manera que pueden adaptarse a muchas otras variables 

ambientales, como la temperatura, la salinidad y la disponibilidad de alimentos y oxígeno. 

Figura 12.2: Esquema conceptual de la relación de los efectos tóxicos en diferentes niveles de organización biológica. 
Las zonas grises representan las áreas de incertidumbre. 

 

Un aspecto fundamental de la investigación toxicológica es la relación entre la cantidad de 

exposición química y el grado de respuesta tóxica. Esta relación de respuesta a la dosis gene-

ralmente se evalúa utilizando un ensayo de toxicidad. La relación entre exposición química y 

toxicidad es fundamental para la investigación toxicológica. Típicamente, la relación se caracte-

riza por la relación entre dos variables: dosis y respuesta. Una dosis es una medida de la can-

tidad de sustancia química absorbida o ingerida por el organismo y puede cuantificarse o esti-

marse de varias maneras diferentes. En los ensayos de toxicidad que involucran vertebrados 

terrestres, la dosis puede circunscribirse con precisión inyectando una cantidad exacta de pro-

ducto químico en el organismo. Sin embargo, en varios estudios ecotoxicológicos, la dosis está 

implícita en una medida de la concentración química en el medio de exposición (por ejemplo, 

aire, agua o sedimento) y un conocimiento del tiempo total de exposición. Juntos, estos dos 

parámetros proporcionan una medida de exposición en lugar de dosis, y, aunque el término do-

sis-respuesta se usa comúnmente para describir ensayos de laboratorio, lo que a menudo deter-

minamos es una relación concentración-respuesta. El término exposición tiene una gran rele-

vancia para un entorno de campo, donde las estimaciones de la concentración química ambiental 

y el tiempo de exposición proporcionan la base para la estimación del riesgo cuando se combinan 

con datos de laboratorio y otras exposiciones controladas. 

Los ensayos de toxicidad se realizan exponiendo una población representativa de organismos 

a un rango de concentraciones de un químico o de una muestra ambiental y registrando las 
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respuestas, o puntos finales, durante un período de tiempo. Las respuestas pueden ser un fe-

nómeno de todo o nada (cuantal) como la mortalidad, o pueden ser efectos graduales como el 

crecimiento o el rendimiento en la reproducción (fecundidad). Un punto final puede ser cualquier 

respuesta cuantificable que pueda estar relacionada con la dosis química o la exposición y puede 

incluir cambios en la actividad enzimática, química tisular, patología o incluso cambios de com-

portamiento. 

Dependiendo del tiempo al cual sean expuestos los organismos de prueba en los ensayos de 

toxicidad, los mismos pueden ser de tipo agudo o crónico. Los ensayos de toxicidad agudos 

son pruebas de corta duración con el objetivo de medir el efecto de sustancias tóxicas sobre los 

organismos prueba durante un período corto de su ciclo de vida. En cambio, los ensayos crónicos 

fueron diseñados para evaluar los efectos de los tóxicos durante una porción significativa del 

ciclo de vida de los organismos, en general un 10% o más del total del ciclo de vida. En términos 

generales, estas pruebas de toxicidad se utilizan con varios fines como por ejemplo evaluación 

de toxicidad de compuestos específicos, control de calidad de efluentes y cuerpos de agua (agua 

y sedimentos), para derivar criterios de calidad del agua para la liberación segura de productos 

químicos individuales en cuerpos de agua, determinar la sensibilidad relativa de algún compuesto 

en particular, determinar la calidad de suelos, etcétera. 

Tal como se hace la distinción entre exposición aguda o crónica a un tóxico, lo mismo se 

puede aplicar al tipo de efectos. Los efectos agudos son los que ocurren como resultado de 

una exposición corta. Por ejemplo, en peces u otros organismos acuáticos, se consideran efectos 

agudos a los que ocurren entre unas horas y días luego de la exposición, y suelen ser bastante 

severos. Los efectos crónicos o subcrónicos suelen observarse cuando un químico produce 

efectos adversos luego de una exposición a largo plazo a niveles bajos de uno o más tóxicos, y 

estos efectos pueden ser letales o sub-letales. 

Debido a que puede haber confusión en el uso de los términos agudo y crónico para describir 

tanto exposición como efectos, algunos autores definieron ensayos a corto y largo plazo para 

referirse a la duración de la exposición, y los términos letal y sub-letal para el tipo de efecto. De 

esta forma en un ensayo a corto plazo se pueden evaluar efectos de tipo letal o sub-letales, sin 

embargo, en ensayos de laboratorio de este tipo los efectos sub-letales no se llegan a observar. 

Una forma de evaluar efectos sub-letales es utilizar tiempos de exposición prolongados.  

 

 

Puntos finales  
 

En ecotoxicología se denomina punto final de ensayo a los valores obtenidos de una prueba 

de toxicidad como resultado de mediciones específicas realizadas sobre los organismos de 

prueba cuando finaliza el tiempo de exposición. Las medidas de efecto se refieren a las variables 

analizadas en una prueba en particular, las más comunes incluyen descripciones del efecto de 

sustancias tóxicas sobre la supervivencia, el crecimiento y la reproducción de organismos de una 

especie. Otras medidas de efecto incluyen descripciones de efectos a nivel de comunidad (res-

piración, fotosíntesis, diversidad) o efectos a nivel celular como efectos histológicos, fisiológicos 
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o bioquímicos. En cada caso el punto final es una variable cuantitativa utilizada para evaluar los

efectos tóxicos sobre un individuo, población o comunidad determinada. 

Como se mencionó anteriormente, los efectos adversos a nivel de organismo incluyen morta-

lidad a corto y largo plazo, y efectos sub-letales como cambios en el comportamiento, creci-

miento, desarrollo, reproducción e histología. Los efectos a nivel sub-organísmico pueden incluir 

inducción o inhibición de enzimas o sistemas enzimáticos y sus funciones asociadas. En relación 

a los efectos supra-organísmicos se pueden medir cambios en el genotipo y/o fenotipo, así como 

cambios en número, la abundancia relativa y cambios en las condiciones fisiológicas en especies 

pertenecientes a una comunidad dada.  

En cuanto a la letalidad, es una respuesta del tipo todo o nada para la cual Finney (1971) 

propuso el nombre de respuesta cuantal. El conjunto de respuestas todo o nada poseen una 

distribución de frecuencias denominada binomial. El objetivo final del análisis e interpretación de 

las curvas Concentración-Respuesta (C-R) es estimar una serie de parámetros toxicológicos 

que sintetizan y permiten una rápida y sencilla comparación de la toxicidad de un compuesto o 

de la sensibilidad relativa de diferentes especies, como también la comparación de diferentes 

condiciones de ensayo para una misma especie. Entre los parámetros toxicológicos más usados 

que se calculan a partir de las curvas C-R se encuentran la CL50/CE50: concentración letal o 

de efecto medio, la cual indica la concentración letal o de efecto para el 50% de los organismos 

expuestos. La CL50 tiene una mayor utilidad si se obtienen parámetros tales como los intervalos 

de confianza al 95% y la pendiente de la curva C-R. La Figura 12.3. muestra curvas de C-R 

obtenidas para ensayos agudos (96 horas de exposición) en agua con la especie Hyalella cur-

vispina expuestos a zinc y cromo llevados a cabo por dos laboratorios diferentes.  

Figura 12.3: Comparación de curvas C-R entre los ensayos en los laboratorios A y B. a: curvas C-R para cromo; b: cur-
vas C-R para zinc. Las líneas punteadas indican la estimación de la concentración a partir del 50% de mortalidad (5 

unidades Probit), para las curvas estimadas 
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El NOEC (concentración de efecto no observado - pruebas agudas y crónicas) es la concen-

tración más alta en la que no hay una diferencia significativa con respecto al tratamiento de 

control. El LOEC (concentración de efecto más baja observada - pruebas agudas y crónicas) es 

la concentración más baja en la que hay una diferencia significativa con respecto al trata-

miento de control. El NOEC y el LOEC se determinan examinando los datos y comparando los 

tratamientos con el control para detectar diferencias significativas a través de pruebas de hipó-

tesis. Los efectos pueden ser mortalidad, inmovilización, recuento celular reducido (algas) u ob-

servaciones conductuales. Estos puntos finales generalmente se determinan mediante pruebas 

t y análisis de varianza (ANOVA) y con mayor frecuencia se asocian con pruebas crónicas. Los 

NOEC/LOEC dependen de la concentración y no tienen intervalos de confianza asociados. Tam-

bién la LC10 podría usarse como un sustituto de la concentración sin efecto observada para las 

pruebas agudas. Esto proporciona un enfoque estadísticamente válido para calcular el punto final 

y hace posible estimar cuándo la concentración más baja produce efectos mayores al 10%. 

 

 

Bioensayos estandarizados 
 

Cuando se llevan a cabo ensayos de toxicidad es importante utilizar procedimientos estanda-

rizados que permitan una comparación de los resultados obtenidos intra e interlaboratorios. Exis-

ten metodologías estandarizadas recomendadas por ciertos Organismos internacionales como 

Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (U.S. Environmetal 

Protection Agency - US EPA), la Agencia Ambiental Canadiense (Environmental Canada - EC), 

la Organización para la Cooperación Económica y el Desarrollo (Organization for Economic 

Cooperation and Development -OECD), junto a organismos de estandarización y racionalización 

como American Society for Testing and Materials (ASTM), además en nuestro país se encuentra 

disponibles las normas Argentinas IRAM, para llevar a cabo ensayos de toxicidad. Estos proce-

dimientos también proporcionan recomendaciones para la toma, manipulación y conservación 

de muestras y selección de tóxicos de referencia para ser utilizados en los ensayos de toxicidad. 

Para poder desarrollar un ensayo de toxicidad y estandarizarlo, este debe cumplir ciertos re-

quisitos como por ejemplo: 

 

 Debe ser aceptado por la comunidad científica 

 La prueba debe tener una buena base estadística, y debe ser repetible y generar resulta-

dos similares entre laboratorios. 

 Los datos obtenidos deben incluir efectos en un amplio rango de concentraciones dentro 

de tiempos de exposición realistas. 

 La prueba debe ser capaz de predecir los que sucede en campo para organismos similares. 

 El ensayo debe ser de fácil ejecución y económico. 

 Debe ser los más sensible y realista posible en relación a su diseño para detectar y medir 

el efecto. 
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Las pruebas de toxicidad más utilizadas han sido diseñadas en su mayoría para evaluar res-

puestas de unos pocos individuos de una única especie. El estudio de los impactos de las sus-

tancias químicas sobre la interacción entre especies o sobre la estructura y función de los dife-

rentes ecosistemas, sobre todo acuáticos, ha sido menos desarrollado. Debido a la menor com-

plejidad y mayor facilidad en el desarrollo e interpretación de los resultados de las pruebas de 

toxicidad en laboratorio y monoespecíficas, se han desarrollado y estandarizado numerosas 

pruebas de este tipo, sobre todo para especies acuáticas como algas (Selenastrum capricornu-

tum) y plantas vasculares (Lactucca sativa); dentro de los invertebrados se incluyen crustáceos 

(Daphnia magna, Hyalella azteca), larvas de insectos (Chironomus sp, Hexagenia sp) y bivalvos 

(Mysidopsis bahía); y entre los vertebrados peces (Pimephales promelas, Oncorhynchus mykiss) 

y larvas de anfibios (Lithobates catesbeianus, Xenopus laevis), la gran mayoría del hemisferio 

norte. También existen especies estandarizadas para ensayos con suelos como invertebrados 

oligoquetos e insectos.  

En Argentina, existen numerosos trabajos que utilizan especies tanto estandarizadas como 

especies nativas, utilizando adaptaciones de protocolos para especies similares para las que 

existen protocolos, o bien se desarrollaron protocolos para su utilización como organismos 

prueba. Ejemplos de ello podemos mencionar el pez Cnesterodon decemmaculatus para el cual 

se han realizado numerosos estudios ecotoxicológicos, evaluando desde su sensibilidad a ciertos 

metales pesados y plaguicidas hasta su uso para determinar la calidad de cuerpos de agua de 

la región pampeana, como el Río Reconquista. También existen numerosos bioensayos desa-

rrollados con larvas de anuros de especies neotropicales, como Hypsiboas pulchellus, Rhinella 

arenarum y Scinax squalirostris entre otras. Entre los invertebrados podemos mencionar el anfí-

podo de agua dulce de distribución sudamericana Hyalella curvispina utilizado principalmente 

para la evaluación de sedimentos contaminados. 

Cuando se realizan bioensayos de toxicidad existen varios factores que modifican el efecto y 

en consecuencia los resultados obtenidos. Según Sprague (1995), gran parte de la variación 

ocurrida en los bioensayos de toxicidad aún no ha podido ser explicada y otra parte de esta 

variación es adjudicada a factores modificadores relacionados con las variaciones en el diseño 

experimental. En referencia a los factores modificadores que se relacionan directamente con la 

biología de los organismos se encuentran: las especies utilizadas como organismos de prueba, 

su estadio de vida y su tamaño, la nutrición, la salud y el proceso de aclimatación a las condicio-

nes de ensayo. En relación al estadio de vida como factor modificante de respuesta, la informa-

ción disponible sugiere que la sensibilidad de las especies de invertebrados es dependiente del 

estado de desarrollo, siendo generalmente más sensibles los estados más inmaduros. El estadio 

de vida y el tamaño fueron considerados en principio para artrópodos acuáticos, relacionados 

con el tiempo de muda Basado en datos de toxicidad de varios compuestos sobre diferentes 

estados de vida de invertebrados acuáticos, Hutchinson (1998) muestra que, en más de la mitad 

de los compuestos estudiados, los estados inmaduros son más sensibles que los adultos. Los 

resultados obtenidos por Muyssen y Jenssen (2007), en estudios sobre Dapnia magna, indican 

sensibilidades iguales o mayores de los estados juveniles comparados con los adultos para zinc 
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y cobre. Collyard et al. (1994) observaron que la sensibilidad de Hyalella azteca para una serie 

de contaminantes fue similar en organismos de hasta 26 días de edad. En ensayos de toxicidad 

con sedimentos estandarizados con la misma especie se sugiere la utilización de organismos de 

diferentes edades: 1 a 3 días de edad, entre <1 y 7 días de edad, o entre 7 y 14 días de edad, u 

organismos cuya longitud se encuentre entre 2 y 3 mm. La metodología propuesta por USEPA 

2000 para ensayos de toxicidad con sedimentos a largo plazo sugiere utilizar organismos de 7 a 

8 días de edad. 

Cuando se llevan a cabo ensayos de toxicidad es importante utilizar procedimientos estandari-

zados que permitan una comparación de los resultados obtenidos intra e interlaboratorios. Estas 

metodologías incluyen la evaluación de tóxicos de referencia sobre especies de prueba estandari-

zadas, tendiendo a una maximización de la comparabilidad, reproducibilidad y confiabilidad de los 

datos obtenidos. Por otro lado, los ensayos de toxicidad, exhiben variabilidad, la cual se puede 

describir a través de dos medidas de precisión: repetibilidad y reproducibilidad de los ensayos de 

toxicidad. La repetibilidad se refiere a la similitud en los resultados de ensayos repetidos bajo con-

diciones idénticas, y se puede determinar cuando las varianzas se estiman “dentro” del laboratorio, 

en repeticiones del mismo operador y con el mismo ensayo y tóxico utilizado. La repetibilidad puede 

incorporar factores de variación del operador, de muestras de referencia o los organismos prueba. 

Estas variaciones se pueden disminuir con la realización de ensayos periódicos, a partir de los 

cuales se genera un seguimiento de la sensibilidad de la especie prueba a un tóxico de referencia, 

los cuales se pueden representar en una carta control (Figura 12.4.).  

Figura 12.4: Ejemplo de carta control donde se grafican las CL50 (dicromato de potasio en ppm) 
en ensayos consecutivos a lo largo del tiempo (número de pruebas). 

Los compuestos químicos deben tener ciertas cualidades para ser utilizados como tóxicos de 

referencia. La agencia ambiental canadiense sugiere ciertos compuestos para su utilización en 

controles de calidad, dentro de los cuales se encuentra el cobre (CuSO4), zinc (Zn SO4) y cromo 
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(K2Cr2O7) como compuestos inorgánicos y el dodecil sulfato de sodio (SDS) como orgánico. Di-

chos compuestos son utilizados en ensayos de toxicidad para evaluar las posibles variaciones en 

la sensibilidad de los organismos utilizados como organismos prueba en el laboratorio, y a su vez 

se pueden utilizar para verificar la reproducibilidad del método por medio de intercalibraciones. 

En las próximas secciones se presentan los diferentes tipos de bioensayos estandarizados 

para evaluar tanto tóxicos puros como muestras ambientales complejas de cuerpos de agua, 

incluyendo las dos matrices agua y sedimentos. 

 

 

Esquema general de bioensayos en laboratorio 
 

Los ensayos de toxicidad en laboratorio pueden ir desde diseños simples y durante un tiempo 

corto, hasta diseños más complejos a largo plazo, basados en resultados preliminares. Sin em-

bargo, todos siguen un esquema básico de diseño de experimento el cual se muestra en la Figura 

12.5., donde los organismos son expuestos a un contaminante (puro, mezclas o muestras am-

bientales o de procesos) durante un período determinado de tiempo produciendo efectos sobre 

los mismos a los que denominamos variables de respuesta o puntos finales.  

 

Figura 12.5 Esquema básico de diseño de experimento de un bioensayo de toxicidad 

 

En este esquema general, cada parte del mismo puede tener variaciones, un ejemplo típico 

puede ser una prueba de toxicidad para evaluar el efecto a corto plazo de un tóxico puro (puede 

ser un metal pesado o un producto orgánico desarrollado por la industria en etapa de aprobación 

para su comercialización). La especie prueba seleccionada puede ser el crustáceo Daphnia 

magna y el efecto a evaluar la mortalidad, un ensayo estandarizado y muy comúnmente utilizado 

en todo el mundo. En líneas generales, los organismos son expuestos en recipientes de ensayo 

a varias concentraciones del producto a evaluar a las cuales llamamos tratamientos, y al tiempo 

final de ensayo (en nuestro ejemplo corresponde a 48 horas) se determina la mortalidad y se la 

compara con el resultado de los organismos de un tratamiento control negativo o blanco, es decir 
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sin tóxico. Un control negativo consiste en un grupo de organismos expuestos a la misma agua 

de dilución que el ensayo, pero sin la adición del material a evaluar, y en las mismas condiciones 

y procedimientos. Además, se debe incluir un control positivo o de referencia, el cual fue eva-

luado previamente y a ciertas concentraciones produce el efecto que se está evaluando, en este 

caso la mortalidad en las 48 horas de exposición.  

A partir de este esquema general existen variaciones en relación a las especies prueba, como 

se mencionó anteriormente y al tipo de material a ensayar, en particular esto depende del objetivo 

de la prueba. El ejemplo mencionado aplica a ensayos sobre agua dulce, pero de forma similar 

se pueden ensayar muestras de agua salobre o salada, e incluso sobre otras matrices como 

sedimentos, los cuales vamos a mencionar en detalle más adelante.  

Los bioensayos más desarrollados corresponden a las evaluaciones de sustancias puras en 

agua o de muestras de cuerpos de agua dulce o marinos, incluidos sus sedimentos de fondo. A 

continuación, se detallan las principales aplicaciones de los ensayos de toxicidad: 

 

 Para toma de decisiones en los desarrollos de nuevos productos en la industria, los pro-

cesos de manufactura y comercialización. 

 Para cumplir con los requerimientos regulatorios en el registro de sustancias nuevas. 

 Evaluación de la toxicidad de descargas de efluentes de tipo cloacales o industriales 

 Evaluaciones de riesgo ecológico. 

 Derivación de criterios numéricos para la protección de biota en agua y sedimentos.  

 

En los apartados siguientes se mencionan algunos ejemplos de ensayos de toxicidad tanto 

en agua como sedimentos, con sus características según el tipo de matriz y objetivos particulares 

de los mismos.  

 

 

Ensayos sobre matriz acuosa 
 

Como se mencionó anteriormente, existen protocolos de ensayos desarrollados por organis-

mos nacionales e internacionales, por ejemplo USEPA, ASTM y EC para Norteamérica, OECD 

para algunos países europeos y en particular para Argentina existen normas IRAM para algunos 

bieonsayos. En todos los casos existen requerimientos básicos para la realización de los mismos, 

como el tipo y calidad de agua utilizada para los ensayos, la obtención de los organismos de 

prueba, la forma de exposición y las condiciones de luz y temperatura, y por último la medición 

de los efectos en los organismos y su análisis e interpretación. Además se deben incluir controles 

negativos (o de referencia) y positivos para asegurar la calidad de la prueba.  

 

Agua de dilución 

 La fuente de agua tanto para el cultivo de los organismos prueba como el agua de dilución 

utilizada en las pruebas de toxicidad depende del objetivo de la misma. Si el objetivo de la prueba 
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es estimar la toxicidad intrínseca de una sustancia pura, se recomienda utilizar agua reconstituida 

en laboratorio. Si el objetivo es evaluar la toxicidad, por ejemplo de un efluente, lo más adecuado 

es utilizar un agua similar a la del cuerpo de agua receptor, se puede obtener de un sitio sin 

contaminación (sitio de referencia) cercano al sitio de estudio. El agua debe estar presente en 

grandes cantidades y tener ciertas características en cuanto a su calidad para asegurar el bie-

nestar de los organismos de prueba. En el caso de pruebas a corto plazo y donde se requieran 

pocas cantidades de agua, se puede utilizar agua reconstituida, por ejemplo en ensayos con 

microcrustáceos o algas. Pero si se requieren grandes cantidades como por ejemplo ensayos 

con peces, esta fuente de agua suele ser más difícil de obtener, por lo que se puede utilizar agua 

de fuentes naturales o agua de red. Esta última, en caso de utilizarse, debe ser adecuadamente 

declorinada y filtrada según la calidad con que llega desde la red, para evitar compuestos tóxicos 

o materiales no deseados.

Organismos de prueba 

La fuente de organismos para su posterior utilización en ensayos de toxicidad, puede ser a 

partir de poblaciones naturales o provenientes de cultivos en laboratorio. En este sentido, algu-

nos autores mencionan la historia de la población de donde se extrajeron los animales como un 

factor que puede modificar la respuesta en ensayos de toxicidad. Aquí estarían involucrados los 

aspectos de comportamiento y adaptación al medio según los cambios ocurridos en el tiempo, 

además de considerar que las variaciones geográficas y genéticas de una población dada, con-

ducirían a diferencias en la sensibilidad a los tóxicos. Además, hay que considerar la historia de 

exposición a contaminantes de la población estudiada, que podría haber sufrido selecciones o 

impactos en la variabilidad genética. De lo antedicho se desprende la importancia de realizar 

ensayos de toxicidad utilizando ejemplares obtenidos preferiblemente de cultivos en condiciones 

controladas de laboratorio, disminuyendo la variabilidad de respuesta y de esta forma poder rea-

lizar comparaciones entre resultados.  

Como venimos mencionando, es importante utilizar especies de pruebas para las cuales exis-

tan protocolos estandarizados. Entre las especies más utilizadas a nivel internacional para reali-

zar bioensayos con agua dulce podemos mencionar el crustáceo Daphnia magna, peces ciprini-

dos como Pimephales promelas y la trucha arcoíris Oncorhynchus mykiss, especies de algas 

unicelulares como Pseudokirchneriella subcapitata, y semillas de lechuga Lactucca sativa. Para 

realizar ensayos con agua salada, se suelen utilizar las especies de crustáceos Mysidopsis bahía 

o Paleomonetes sp., rotíferos como Brachionus sp., moluscos bivalvos Mytilus edulis, especies

de anélidos y peces. 

Cuando se selecciona una especie nativa como organismo prueba diferente a las inclui-

das en protocolos estandarizados, se deben tener en cuenta una serie de pautas que indi-

quen una sensibilidad equivalente a la o las especies recomendadas para el tipo de ensayo 

en consideración.  
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Prueba de toxicidad aguda utilizando D. magna 

Dentro del grupo de los cladóceros, las especies del género Daphnia son las más utilizadas 

como organismos de prueba o de referencia en pruebas de toxicidad. La amplia distribución geo-

gráfica, el importante papel que cumplen en la comunidad zooplanctónica, la facilidad en el cul-

tivo en el laboratorio, la reproducción partenogenética (lo que asegura uniformidad de respuesta), 

y el corto ciclo de vida con la producción de un gran número de crías, hicieron un grupo ideal 

para la evaluación de toxicidad a nivel universal.  

El género Daphnia pertenece al orden Cladócera dentro de la clase Crustácea, y las especies 

D. magna, D. pulex y D. similis, son muy utilizadas en pruebas de toxicidad por lo que existe 

numerosa información acerca de técnicas de cultivo, requisitos en cuanto a iluminación, tempe-

ratura y nutrientes. En particular los ensayos de toxicidad con D. magna, permite determinar la 

letalidad potencial de sustancias puras, aguas residuales domésticas e industriales, lixiviados, 

aguas superficiales o subterráneas y agua de poro de sedimentos.  

Para el desarrollo de pruebas de toxicidad aguda (a corto plazo) con esta especie, se utilizan 

neonatos de menos de 24 horas de nacidos, expuestos a diferentes concentraciones de una 

muestra o de un agente tóxico durante un período de 48 horas. Como resultado de dicha expo-

sición, se puede determinar la concentración de la muestra o compuesto problema que causa la 

muerte del 50% de la población de neonatos expuestos (concentración letal media o CL50), con 

un nivel de confianza del 95%. También pueden determinarse los parámetros NOEC y LOEC. 

Cuando se desconocen los rangos de toxicidad de una muestra o compuesto a evaluar, se 

recomienda realizar una prueba exploratoria, en la cual se prepara un amplio rango de concen-

traciones sin utilizar replicados (por ejemplo; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 y 100%). Para la prueba se 

colocan 30 ml de cada una de las diluciones en un vaso de prueba (Polietileno o vidrio) de 50 ml, 

adecuadamente lavados y acondicionados. Se transfieren 10 neonatos en cada uno de ellos y a 

las 24 horas se registra el número de organismos muertos. Con esta información podrá estable-

ces el intervalo de concentración en el cual se puede esperar el 0 y 100% de mortalidad. Este 

intervalo se utiliza como guía para preparar las diluciones en la prueba definitiva. Para la prepa-

ración de las diluciones se utiliza generalmente agua reconstituida (según normas estandariza-

das) y se deben determinar los parámetros generales establecidos. También se pueden utilizar 

agua natural o de red declorinada como se mencionó anteriormente. 

Las pruebas definitivas requieren por lo menos 5 diluciones, por lo que es necesario preparar 

un mínimo de 100 ml por dilución, volumen suficiente para llenar tres replicados para cada con-

centración. Además de las diferentes concentraciones de la muestra se deben preparar un con-

trol negativo solo con agua de dilución y uno positivo con una dilución del tóxico de referencia 

seleccionado, esta dilución corresponde a la CL50 para dicho compuesto la cual se obtiene de 

la carta control para la especie. Una vez preparadas las soluciones se transfieren 10 neonatos a 

cada recipiente. La Figura 12.6. muestra el procedimiento general para llevar a cabo una prueba 

con D. magna. 
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Figura 12.6. Procedimiento general de ensayo de toxicidad con D. magna 

 

Finalizada la transferencia de organismos a los recipientes se tapan y colocan en una cá-

mara con temperatura y fotoperíodo controlados durante 48 horas. Transcurrido el tiempo es-

tablecido se revisan los recipientes y se contabilizan los organismos muertos en cada uno. La 

muerte se reconoce por carencia de movilidad o ausencia de ritmo cardíaco. En la Tabla 12.1 

se resumen las condiciones generales de la prueba de toxicidad con D. magna. En este caso 

el tipo de ensayo se considera estático ya que no se realiza recambio de soluciones durante 

el período de exposición.  

Existen ciertos requerimientos para que los resultados de la prueba sean aceptables, uno de 

ellos es que la mortalidad en el control negativo o blanco sea inferior al 10%. Por otro lado la 

concentración de oxígeno disuelto debe ser mayor a 2 mg/l. Y, por último, en caso de utilizar un 

control positivo con una concentración cercana a la CL50, los valores de mortalidad obtenidos 

deberán encontrarse cercanos al 50%.  

De forma similar, cada especie protocolizada, tiene sus requerimientos propios para el cultivo 

y/o mantenimiento en laboratorio, controles de calidad y diseño de experimento, siendo este úl-

timo de características similares al mencionado para cladóceros cuando se trata de otros inver-

tebrados acuáticos. Para el caso de pruebas con peces, los volúmenes de solución son mayores 
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y los requerimientos en cuanto a la calidad del agua, diferentes. A su vez, hay ensayos que se 

realizan con recambios de medio una o dos veces por día, e incluso diseños con flujo continuo 

del medio de ensayo, lo cual requiere de mayor complejidad en el laboratorio, con mecanismos 

sofisticados para asegurar dicho flujo en los recipientes de ensayo.  

Tabla 12.1: Condiciones de ensayo para la prueba con D. magna 

Condiciones  

Tipo de ensayo  Estático 

Temperatura  20± 2 °C 

Calidad de luz  Fluorescente, blanco‐frío 

Intensidad luminosa  10‐20 ±E /m2/ s (800 ± 10% luxes) 

Fotoperíodo  16 horas luz : 8 horas oscuridad 

Recipientes de prueba  Vasos de 50 ml 

Volumen de solución  30 ml 

Edad de los organismos prueba  < 24 horas 

Número de organismos por vaso  10 

Número de réplicas  3 

Agua de dilución  Agua reconstituida 

Factor de dilución   0,3 o 0,5 

Duración de la prueba  48 horas 

Efecto medido  Mortalidad (inmovilidad) 

Resultado final  CL50 

Aceptabilidad de los resultados  Mortalidad en el control negativo <10% 

Ensayos con sedimentos 

En los ambientes acuáticos el material particulado transporta los compuestos químicos desde 

la columna de agua hacia los sedimentos de fondo, de esta forma las concentraciones de conta-

minantes en el sedimento superan a las de la fracción disuelta, tanto para el caso de los metales 

pesados, como para compuestos orgánicos. En el caso particular de los metales pesados, las 

concentraciones en sedimentos pueden ser entre tres a seis órdenes de magnitud superiores a 

las correspondientes a la columna de agua del sitio. Los sedimentos presentan generalmente 

una mezcla de materiales en términos de sus características físicas, químicas y biológicas. Están 

constituidos principalmente por cuatro componentes. El agua intersticial o agua de poro, la cual 

llena los espacios entre las partículas sólidas de la matriz, puede ser mayor al 50% en sedimen-
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tos superficiales. El componente inorgánico está constituido por los fragmentos de rocas y mine-

rales producto de la erosión de los materiales terrestres. El componente formado por la materia 

orgánica ocupa una pequeña fracción en la totalidad de la composición, la conforman mezclas 

de proteínas, carbohidratos, lípidos y sustancias húmicas. Por último, los materiales derivados 

antropogénicamente incluyen diversos tipos de contaminantes. Como resultado de este último 

proceso, algunos sedimentos pueden acumular cantidades significativas de materiales peligro-

sos, lo cual hace que se consideren contaminados. Un sedimento contaminado se puede de-

finir como aquel material acumulado en el fondo de cuerpos de agua conteniendo sustan-

cias químicas en exceso, en relación a criterios geoquímicos y/o toxicológicos de calidad, 

o que pueden tener efectos adversos en el ambiente o en la salud humana. 

La calidad de los sedimentos se ha determinado históricamente a partir de mediciones de la 

concentración total de los compuestos individuales y comparados con valores de base o de re-

ferencia. Sin embargo, la cuantificación de los contaminantes por sí sola no es suficiente para 

poder determinar posibles efectos adversos sobre los organismos, o la disponibilidad de los di-

ferentes materiales. Las concentraciones de compuestos químicos en los sedimentos pueden 

ser muy elevadas, pero no tienen una relación directa con la biodisponibilidad. Este es un con-

cepto muy importante en Ecotoxicología, como se mencionó en capítulos anteriores, ya que los 

tóxicos que no se encuentran biodisponibles, no se encuentran libres para ser incorporados por 

los organismos y por tanto no causar efectos adversos sobre los mismos. 

 

Geoquímica de los sedimentos y biodisponibilidad de contaminantes 

El desarrollo de las pruebas de toxicidad de sedimentos avanzó rápidamente durante las últi-

mas décadas. Los sedimentos en los sistemas naturales a menudo actúan como sumidero de 

contaminantes ambientales, lo que con frecuencia reduce su biodisponibilidad. La biodisponibili-

dad se refiere a la fracción de un contaminante presente que está disponible para su absorción 

por los organismos acuáticos y es capaz de ejercer un efecto tóxico. El grado en que los sedi-

mentos reducen la biodisponibilidad depende de las propiedades físico-químicas del químico y 

de las propiedades del sedimento. Hay estudios que muestran como las concentraciones quími-

cas que producen efectos biológicos en un tipo de sedimento a menudo no producen efectos en 

otros, incluso cuando la concentración es un factor de 10 o más. La diferencia se debe a la 

biodisponibilidad del químico sorbido por sedimentos. 

La capacidad de estimar la biodisponibilidad es un factor clave para evaluar en última instan-

cia el peligro de los productos químicos asociados con los sedimentos. Recientemente se ha 

avanzado mucho en esta área. Ahora se reconoce ampliamente que el contenido de carbono 

orgánico del sedimento es el principal responsable de controlar la biodisponibilidad de los quími-

cos orgánicos no iónicos (no polares). Este concepto se ha incorporado a un enfoque denomi-

nado "Enfoque de equilibrio de partición" y está siendo utilizado por la EPA para establecer cri-

terios de calidad de sedimentos. 

Por otra parte, existen numerosos estudios sobre los factores que afectan la capacidad de los 

sedimentos para captar y concentrar compuestos iónicos, principalmente metales y metaloides 
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(As, Zn, Cu, Cd, Hg, Pb, entre otros). Las principales variables que determinan la concentración 

de metales son el potencial “redox”, la granulometría, concentración de coloides (óxidos de Mn, 

Fe y Al), la concentración de carbono orgánico y sulfuros.  

La granulometría del material (tamaño de grano), es un factor importante en la capacidad de 

retención de los metales. Existe una fuerte correlación positiva entre la disminución del tamaño 

de grano y la concentración de metales. Esta correlación se debe tanto a factores físicos como 

mineralógicos (composicionales). Las partículas de arcillas (<2-4 μm) poseen una elevada área 

específica, determinando reacciones de superficie que favorecen las interacciones de metales 

con el sedimento. Como consecuencia los sedimentos de grano fino son importantes sumideros 

de algunos constituyentes inorgánicos. 

Algunos procesos químicos que determinan la biodisponibilidad de los metales en los sedi-

mentos están controlados directa o indirectamente por el nivel de oxígeno de la matriz. En sedi-

mentos de fondo aeróbicos, la presencia de hidróxidos de hierro, manganeso, aluminio y el car-

bono orgánico tienden a disminuir la biodisponibilidad de metales. Se encontraron correlaciones 

negativas entre el contenido de carbono orgánico en el sedimento, los efectos tóxicos y la bioacu-

mulación de metales en organismos expuestos. Ello muestra una disminución de la fracción de 

metal disponible para el ingreso a los organismos. 

En sedimentos anóxicos, la biodisponibilidad de algunos metales (cadmio, cromo, níquel, 

plomo y zinc), estaría regulada por la concentración de sulfuros, la presencia de cantidades lo 

suficientemente elevadas promueven la formación de sulfuros metálicos, de muy baja solubilidad. 

Consecuentemente, los niveles de metales disueltos en el agua intersticial se mantienen bajos, 

disminuyendo así su disponibilidad. De esta manera, el tratamiento de los sedimentos con ácidos 

débiles permite la formación de sulfuros ácidos volátiles (AVS) y la extracción simultánea de 

metales (SEM), parámetros utilizados como una medida de biodisponibilidad. Di Toro et al. 

(1992), argumentan que para valores de SEM/AVS menores a 1, los metales precipitan como 

sulfuros, disminuyendo su potencial tóxico para las especies bentónicas. 

 

Estrategias de evaluación de efectos de sedimentos contaminados 

La complejidad que presenta la distribución de contaminantes, nutrientes y otras característi-

cas del sedimento hacen que las determinaciones de los efectos de los contaminantes sobre la 

biota asociada a los mismos sean muy complejas, pero no imposible. Esto genera que la evalua-

ción de dichos efectos se lleve a cabo a partir de un enfoque integrado, es decir con información 

proveniente de diferentes “líneas de evidencia”. Para las evaluaciones de los sedimentos se han 

generado y aplicado metodologías que incluyen la medición de contaminación en la matriz, la 

evaluación de efectos biológicos con bioensayos de toxicidad (en laboratorio o in situ), el empleo 

de biomarcadores, la medición de residuos de contaminantes en tejidos de organismos y la utili-

zación de índices biológicos sobre las comunidades bentónicas. La forma más difundida de eva-

luación es la comparación con niveles guías de calidad. 

La necesidad de contar con reglamentaciones que asistan la gestión de control ambiental, se 

han ido generando valores numéricos de concentraciones de referencia para la evaluación de la 
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peligrosidad de sedimentos. Por tal motivo diferentes agencias y países han desarrollado y pro-

puesto niveles guía de calidad de sedimentos (NGCS) (incluyendo criterios, objetivos y/o están-

dares de calidad). Cuando se derivan niveles guía, se trabaja sobre los supuestos de que dichos 

valores pueden ser utilizados como medidas directas de los efectos potenciales de la contami-

nación en sedimentos sobre los organismos bentónicos. Si bien estos niveles pueden ser muy 

útiles para determinar si la concentración de determinado compuesto excede el umbral de toxi-

cidad aguda o crónica, los sedimentos suelen estar contaminados con mezclas de contaminan-

tes. Una de las desventajas de la utilización de niveles de referencia es que no se tiene en cuenta 

la biodisponibilidad. Se plantean una serie de incertidumbres a la hora de utilizar estos valores 

en las evaluaciones ambientales, en general asociadas a la capacidad que tienen los mismos 

para predecir presencia o ausencia de toxicidad, o establecer relaciones causa-efecto. Por tal 

motivo, se necesitan otras herramientas para incorporar los riesgos para los organismos bentó-

nicos asociados a la exposición a sedimentos contaminados. Un ejemplo es, precisamente, el 

empleo de información ecotoxicológica. 

Una forma de realizar evaluaciones de sedimentos ampliamente difundida es la Triada de 

Calidad de Sedimentos (sigla en inglés SQT). Dicha metodología fue aplicada por primera vez 

en Puget Sound (EEUU de Norteamérica) por Long y Chapman (1985) y luego fue muy utilizada 

en numerosas evaluaciones de ambientes marinos y de agua dulce de Norte América, Europa y 

Sudamérica, principalmente en Brasil. La tríada de calidad de sedimentos provee diferentes lí-

neas de evidencia que incluyen, contar como mínimo, con la concentración de contaminantes en 

el sedimento, la toxicidad asociada y la composición de la comunidad bentónica correspondiente 

al ambiente en particular. También se suelen incluir concentraciones de contaminantes en el 

tejido de los organismos para determinar procesos de bioacumulación y biomagnificación. 

Por tanto, el grado de contaminación de un sitio en particular se evalúa generalmente compa-

rando los niveles de contaminantes medidos, la descripción de las comunidades bentónicas, y bio-

ensayos de toxicidad en campo (in situ) o en condiciones de laboratorio, comparando sedimentos 

del sitio a ser evaluado con los provenientes de sectores no contaminados del área, cuando esto 

es posible. Los diferentes sedimentos utilizados en las comparaciones se denominan prueba, con-

trol y de referencia. Se considera un sedimento prueba al sedimento cuya calidad quiere ser eva-

luada, o sedimento problema. Para poder realizar controles de calidad de la herramienta de diag-

nóstico, se trabaja con un sedimento control, el cual debe provenir de un sitio prístino, no conta-

minado, que debe garantizar la supervivencia y desarrollo normal de los organismos prueba. Este 

sedimento puede ser también formulado artificialmente. Un sedimento de referencia también se 

puede obtener de un sitio que presente un nivel bajo o moderado de contaminantes, los cuales 

representan los niveles de base de contaminación en el área de estudio.  Este debe ser lo más 

parecido posible en sus características fisicoquímicas al sedimento prueba. 

Bioensayos con sedimento directo 

Los ensayos de toxicidad en laboratorio para evaluar efectos de contaminantes asociados a 

los sedimentos utilizan diferentes organismos que incluyen algas, bacterias, moluscos, anélidos, 
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insectos, crustáceos y peces. Para la evaluación de contaminación se pueden utilizar cuatro 

fases del sedimento, que reflejan diferentes condiciones de exposición a los tóxicos en las 

pruebas de toxicidad. Los bioensayos sobre agua de poro (agua intersticial) proveen información 

sobre la toxicidad de las sustancias disueltas en la fase acuosa. Los eluriados/elutriados de 

sedimentos pueden dar información sobre los efectos tóxicos potenciales de los contaminantes 

sorbidos a las partículas de sedimentos. Los bioensayos con sedimento completo proveen una 

metodología que permite evaluar la biodisponibilidad de los contaminantes para los organismos 

bentónicos. Por último la exposición de los organismos a extractos orgánicos a partir del sedi-

mento, constituyen el peor escenario de exposición, ya que hacen más biodisponibles a com-

puestos lipofílicos. 

La elección del nivel biótico y el tipo de ensayo de toxicidad (fase del sedimento empleada), 

se basa principalmente en los objetivos de estudio y en variables referidas a la factibilidad en la 

realización de los ensayos (costos, practicidad, etc.). Esto influye en la elección de ensayos em-

pleando solo un nivel biótico. La mayor cantidad de trabajos relacionados con la evaluación de 

sedimentos de muestras ambientales se realizan con especies pertenecientes a un nivel biótico, 

lo contrario a lo que ocurre en ensayos aplicados a las evaluaciones del medio líquido. A su vez 

todas las fases del sedimento deberían ser evaluadas con una batería de ensayos para tener un 

mejor conocimiento de la toxicidad total del sedimento. Sin embargo se suelen seleccionar no 

más de dos fases, de acuerdo con la capacidad de cada laboratorio para la realización de los 

ensayos. Los organismos más utilizados corresponden a invertebrados bentónicos, esto se rela-

ciona con el hecho de que la fase más empleada para conducir ensayos de toxicidad sea el 

sedimento completo. 

Dentro de los invertebrados, los organismos de agua dulce más utilizados en las evaluaciones 

de la toxicidad de sedimentos incluyen las siguientes especies bentónicas y de la columna de 

agua (algunos ya mencionados en el apartado 2.1): Daphnia magna, Ceriodaphnia dubia, Pimep-

hales pomelas, Hyalella azteca, Chironomus tentans, C. riparius, Hexagenia limbata y Tubifex 

tubifex. Para dichas especies se encuentran disponibles protocolos estandarizados por diferen-

tes organismos internacionales, los cuales fueron mencionados anteriormente. En Argentina y 

Latinoamérica en general, debido a la ausencia de planes de gestión y de protocolos nacionales 

para la realización de bioensayos de toxicidad, las evaluaciones de ambientes contaminados se 

realizan con criterios poco unificados en lo referido al tipo de matriz utilizada, puntos finales de 

evaluación y principalmente no se han desarrollado metodologías validadas que contemplen la 

utilización de especies nativas en dichas evaluaciones. Sin embargo, en los últimos años se ha 

comenzado a emplear el anfípodo de distribución Sudamericana H. curvispina como organismo 

prueba en evaluaciones ecotoxicológicas. Esta especie se ha venido utilizando para evaluar tanto 

muestras ambientales de sedimentos en laboratorio como para evaluar la toxicidad de tóxicos 

puros adicionados a dicha matriz (sedimentos naturales o artificiales).  

Ensayo de toxicidad con sedimento directo utilizando H. curvispina. Es un método para 

la determinación de la toxicidad en juveniles de Hyalella curvispina en el sedimento completo, a 
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través de la evaluación de la sobrevivencia y la inhibición del crecimiento después de 10 d, y/o 

28 días. Este método es aplicable a: 

 

a) muestras de sedimentos de agua dulce contaminadas; 

b) barros de origen industrial o municipal, u otros residuos sólidos que se pueden diluir con 

sedimentos de agua dulce, y; 

c) sustancias químicas y/o preparaciones adicionadas a sedimentos no contaminados. 

 

En términos generales se exponen juveniles de Hyalella curvispina de 3 mm a 5 mm de lon-

gitud total y de ser posible con edades que no difieran en más de dos días, en grupos de 10 

organismos en un sedimento contaminado o un sedimento adicionado con sustancia química por 

10 y/o 28 días. Los puntos finales para el ensayo son sobrevivencia y crecimiento, evaluados en 

relación con organismos expuestos en paralelo al sedimento control. El ensayo se realiza en 

recipientes de vidrio o polipropileno con la proporción de sedimento en agua (volumen: volumen) 

entre 1:1,75 o 1:4 (por ejemplo 100 ml de sedimento con 175 ml de agua sobrenadante o 100 ml 

de sedimento con 400 ml de agua sobrenadante) con diez individuos por recipiente. 

Colecta y mantenimiento de muestras de sedimento: cuando se trabaja con muestras am-

bientales es importante seguir ciertas normas de obtención de las mismas y su mantenimiento 

en el laboratorio. Es importante colectar muestras de sitios de referencia además de los sitios a 

evaluar. Una vez obtenida la muestra de los primeros cm del sedimento de fondo, debe ser ins-

peccionada para quitar restos de material vegetal macroscópico y biota asociada a los mismos, 

luego se debe homogeneizar y preservar preferentemente en oscuridad a 4 °C.  

Desarrollo de la prueba: La muestra de sedimento se homogeniza 24 horas antes del inicio 

del bioensayo (día -1) y se dispone una alícuota en cada uno de los recipientes (aproximada-

mente 100 ml). Se distribuye el sedimento de ensayo en una capa uniforme, que permita a los 

anfípodos excavar. Se preparan entre 5 y 8 réplicas de laboratorio para cada tratamiento o mues-

tra de ensayo y cada período de ensayo (por ejemplo, 10 d y 28 d). Se pueden utilizar una o más 

réplicas por tratamiento para controlar las características químicas del sedimento y el agua so-

brenadante durante el ensayo. Las réplicas establecidas para el seguimiento de las sustancias 

químicas deben recibir a los anfípodos, como en las otras réplicas de ensayos. Se alisa la super-

ficie del sedimento en forma plana en cada recipiente y se asegura que haya una perturbación 

mínima del sedimento control y de ensayo durante la adición del agua sobrenadante. Se inicia el 

ensayo de toxicidad ubicando diez individuos de H. curvispina en cada recipiente de ensayo. El 

agua sobrenadante tanto del sedimento control como de los sedimentos de ensayo puede dete-

riorarse o contaminarse debido a los niveles naturales de  amoníaco o por la acumulación de 

amoníaco proveniente del alimento no comido. Por este motivo  a pesar de que el ensayo des-

cripto en esta norma es principalmente un ensayo estático, la renovación del agua sobrenadante 

puede ser necesaria en forma intermitente. Al final del ensayo (10 d o 28 d), se tamiza el conte-

nido de cada recipiente de ensayo a través de una malla de 300 µm para remover los organismos 

de ensayo y determinar si están muertos o vivos. Se puede además usar el agua sobrenadante 
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para el tamizado. Se determinan el número total de anfípodos vivos y muertos. Algunos organis-

mos de ensayo pueden morir tempranamente y sus cuerpos desintegrarse hacia el final del en-

sayo. Los animales se consideran muertos si no se observan movimientos en respuesta a un 

estímulo mecánico. La Tabla 12.2. muestra las condiciones de ensayo recomendadas para el 

desarrollo de la prueba, las mismas fueron tomadas del protocolo estandarizado para H. azteca 

por la EPA, y modificada y adaptada para la especie nativa H. curvispina.  

 

Tabla 12.2: Condiciones de ensayo a 10 días con sedimento directo  
utilizando H. curvispina 

Condiciones  

Temperatura 21 ± 1 ºC 

Fotoperíodo 16:8 horas luz/oscuridad 

Renovación Con renovación parcial (60 %) cada 24 h 

Recipientes Plásticos de 500 cm3 de capacidad 

Volumen de sedimento 100 ml 

Volumen de agua 175 ml 

Agua sobrenadante Agua no clorada de red (agua de cultivo de  

H. curvispina) 

Nº de organismos 10 por recipiente 

Replicados 5 por concentración 

Alimentación Lechuga procesada cada tres días 

Aireación Sin aireación 

Duración 10 días 

Punto final Supervivencia y crecimiento 

Aceptabilidad 80 % supervivencia en controles negativos 

 
 

La metodología de ensayo mencionada se puede aplicar con diferentes objetivos como se men-

cionó anteriormente. Uno de ellos suele ser la evaluación del comportamiento de ciertos tóxicos en 

el sedimento y cómo las diferencias en las características de la matriz pueden afectar su biodisponi-

bilidad. Un ejemplo de ello es un estudio realizado para evaluar la influencia de la materia orgánica 

(MO) en la toxicidad y biodisponibilidad del mercurio en muestras de sedimentos en el anfípodo Hya-

lella curvispina, evaluando la supervivencia y el crecimiento bajo exposición crónica. La sensibilidad 

de la especie en las pruebas en ensayos con agua agua fue LC-50 de 96 h 0.025 mg/L de Hg. Sin 

embargo, cuando se realizaron ensayos con sedimentos adicionados con dicho metal en un rango 

de concentraciones entre 1 y 10 mg/kg (peso seco) a sedimentos con diferentes contenidos de ma-

teria orgánica (MO), los resultados indican que los sedimentos con MO no indujeron letalidad bajo 

concentraciones de mercurio de hasta 10 mg/kg (peso seco). Por el contrario, los organismos ex-

puestos a sedimentos sin MO se vieron significativamente afectados a la mitad de la concentración 

de ese metal. Los efectos sub-letales fueron evidentes a 3 mg/kg. La presencia y la proporción de 
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MO en el sedimento influyen claramente en la biodisponibilidad del mercurio, afectando la toxicidad 

en un nivel diferente según el punto final que se evalúa.  

Por otra parte, los bioensayos con sedimentos, son muy utilizados para evaluar la calidad de 

cuerpos de agua con diferentes tipos de impacto. Un ejemplo es un estudio realizado sobre el 

Río Luján, provincia de Buenos Aires, donde se evaluaron sedimentos de fondo de 14 sitios 

situados a lo largo de su curso, donde se realizó una caracterización físico-química y además, 

se realizaron pruebas de toxicidad de laboratorio con sedimento completo (10 días de exposición) 

con cada muestra, utilizando el anfípodo H. curvispina como organismo prueba. El perfil fisico-

químico de las muestras resultó similar a lo largo del curso del río, aunque se registraron varios 

datos anómalos en el curso medio del río, principalmente en muestras tomadas aguas abajo de 

un gran complejo industrial. Casi el 50% de las muestras indujeron efectos adversos en el anfí-

podo al evaluar los puntos finales subletales y letales. La toxicidad de las muestras en términos 

de tasa de supervivencia fue extremadamente alta en dos sitios, en particular en muestras toma-

das aguas abajo del complejo industrial Pilar. La integración de una selección de parámetros 

fisicoquímicos y toxicológicos de los sedimentos permitió discriminar áreas de la cuenca del río 

según el tipo y la intensidad de su condición particular de contaminación.  

Batería de Bioensayos e índices ecotoxicológicos 

La determinación de contaminantes en mezclas complejas de composición desconocida, 

una situación común con efluentes tanto líquidos como sólidos, no permite una buena esti-

mación de la toxicidad. Para tales muestras, el enfoque basado en la evaluación de la toxi-

cidad generalmente se reconoce como el mejor método para evaluar una toxicidad potencial. 

La principal ventaja de realizar bioensayos es su carácter integrador. De hecho, integran los 

efectos de todos los contaminantes, incluidos los efectos aditivos, sinérgicos y antagónicos. 

Proporcionan información valiosa sobre la fracción biodisponible de los contaminantes sola-

mente; y a su vez integran los efectos de todos los contaminantes, incluidos los no conside-

rados o detectados por análisis químicos.  

Los organismos para evaluar la toxicidad son diversos en su composición y su sensibilidad a 

los tóxicos; por lo tanto, a menudo se usa una batería de bioensayos en lugar de una sola 

especie para cubrir una amplia gama de sensibilidades. Los organismos de prueba incluidos en 

una batería incluyen representantes de la cadena alimentaria a nivel de consumidores, produc-

tores y descomponedores. Los criterios para la selección de la batería incluyen poblaciones au-

tóctonas, en particular aquellas que son ambientalmente atractivas, con una distribución amplia 

y fácil de mantener en el laboratorio. A su vez, existen índices para resumir en un único valor los 

resultados de múltiples pruebas. Un ejemplo es el índice EDAR (Ronco et al., 2005) para cate-

gorizar efluentes. Este índice utiliza la concentración de la muestra para cada prueba que induce 

un efecto del 20%, considerando el LC/IC /EC20. Cuando no es posible determinar un 

LC/IC/EC20, se usa la dilución más alta que muestra un efecto tóxico del 15% o más, o la muestra 
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no diluida (100%) cuando las respuestas tóxicas a esta concentración son inferiores al 15%. Las 

diluciones que producen un efecto 100% tóxico no se utilizan en el cálculo del índice.  

En el caso de evaluación de la toxicidad de sedimentos, se suelen utilizar diferentes fases del 

mismo para aplicar una batería de pruebas, por ejemplo se ensayan elutriados o agua de poro 

además del sedimento directo, utilizando especies de algas, cladóceros y peces para las fases 

líquidas y anfípodos para el sedimento completo. De esta forma están siendo evaluadas todas 

las rutas de exposición y los diferentes niveles tróficos de la biota.  

A su vez, para evaluar la peligrosidad relativa de sedimentos (categorización), se pueden 

utilizar índices, mediante los cuales se logran unificar resultados de múltiples bioensayos de to-

xicidad, junto a información fisicoquímica, en un único valor.  
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