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RESUMEN.

Inicialmente en el presente trabajo se realizan una serie de ensayos ecotoxicologicos
empleando muestras de jales de la mina La Prieta, de Hidalgo del Parral, Chihuahua con la
finalidad de encontrar evidencia ecotoxicoldgica para futuros estudios de riesgo ambiental
de la zona mencionada. EI muestreo y recoleccion de los jales mineros fue realizado

anteriormente por Gonzélez(2016).

Enseguida, en el capitulo 1, se expone la problematica ambiental de los residuos tdxicos
generados por los procesos mineros de concentracion de minerales (jales) (Rodriguez, 2010)
en la mina La Prieta, de Hidalgo del Parral Chihuahua, se menciona la justificacion del
trabajo, el objetivo general, objetivos especificos, la hipdtesis del trabajo, los alcances y las

limitaciones.

Asimismo, en el Marco Tedrico, se describen los estudios ecotoxicoldgicos utilizando a la
lombrizde tierra Eisenia foetida como organismo prueba para aportar informacion sobre los
peligros planteados por la presencia de sustancias toxicas naturales o antropogeénicas en el
ambiente (Capd, 2007). También se explican los términos de biodisponibilidad,
bioaccesibilidad y concentracién letal media (CLso) utilizados en esta tesis. Se hace mencion
de los estudios previos de especiacion (Menchaca, 2015) y de difraccién de Rayos X

(Barraza, 2015) realizados con jales de la misma zona de estudio.

Posteriormente, en el capitulo 3, se presenta la investigacion en cuanto al tema de: prevencion
y control de la contaminacion del suelo incluido en la Ley General del Equilibrio Ecol6gico
y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA), al uso y aprovechamiento de minerales establecido
en la Ley de Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente del Estado de Chihuahua, a la
definicion de jales mineros y de presa de jales descrita en la NOM-141-SEMARNAT-2003
y a un procedimiento quimico de extraccién de los constituyentes del residuo minero para

definir su peligrosidad en base a su concentracion explicado en la misma norma.
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A continuacién, en el de Metodologia, se explica el trabajo experimental desarrollado para
efectuar ensayos ecotoxicoldgicos con las sales de arsenito de sodio NaAsO2 (g/l) y de nitrato
de plomo (1) Pb(NOz)2(g/l) de forma individual en un ensayo denominado prueba de
contacto con papel filtro. La finalidad de este ensayo es evaluar el comportamiento de la
lombriz de tierra Eisenia foetida en un medio acuoso con las sales mencionadas y
considerando su mortalidad, calcular el valor de la CLso para cada sal. También se menciona
el desarrollo de la prueba ecotoxicoldgica en una muestra de suelo artificial con las sales de
NaAsO2 (mg/kg) y de Pb(NOz3). (mg/kg) de forma individual para evaluar la CLso de cada
una de estas sales. En seguida se presenta el método propuesto por Braz (2011) para la
determinacion de la CLso en muestras de mezclas de la sal de Pb(NOs3). con NaAsO», dicho
método consiste en tener presentes ambas sales estudias en una muestra de suelo artificial
manteniendo constante la concentracion de una de ellas y variar la concentracion de la sal

restante.

Con el fin de tener validez estadistica, en el capitulo de Disefio de Experimentos, se describe
un disefio completamente al azar para asignar a las lombrices de tierra Eisenia foetida cada
unidad experimental y se explican los términos estadisticos asociados al modelo de regresion
logistica que es el utilizado en el presente trabajo de tesis para comprobar la dependencia de
la mortalidad del organismo estudiado con las concentracion de las sales de NaAsO- y de
Pb(NO3)..

En lo que se refiere a los resultados y su discusion se presenta para cada ensayo
ecotoxicoldgico realizado en esta tesis la evidencia fotografica del comportamiento de las
lombrices de tierra al ser expuestas a las distintas concentraciones de la sal de NaAsO: o de
Pb(NOs)2. Asimismo, la evidencia fotogréfica del comportamiento de las lombrices de tierra
al estar en contacto con las muestras de jales mineros. Para cada prueba ecotoxicolégica se
utiliza el modelo logistico para el célculo de la CLsg de las sales evaluadas y son comparados
con los valores reportados en la literatura (considerando que para la mezcla de NaAsO2 con
Pb(NO3)2 no se encontraron estudios ecotoxicologicos realizados previamente) . Se aplica
el modelo logistico para rechazar o no rechazar las hipétesis nulas para cada prueba
ecotoxicoldgica planteadas en el capitulo 5 que indican la dependencia de la mortalidad de

la lombriz de tierra con las concentraciones de las sales evaluadas.
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Finalmente, en el capitulo 7, se presentan las conclusiones en base a los objetivos planteados
inicialmente, en cuanto a los estudios ecotoxicoldgicos realizados a nivel mundial con el uso
de la lombriz de tierra Eisenia foetida, sobre la legislacion referente a jales mineros en
México. Y se realiza la comparacion de la mortalidad de las lombrices de tierra Eisenia
foetida expuestas a las sales de NaAsO y de Pb(NOz3). en muestras artificiales respecto a la

presencia del metal Pb y del metaloide As en los jales mineros.
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CAPITULO LLINTRODUCCION

México se caracteriza por ser un pais con una amplia tradicion minera dada su diversidad y
abundancia en cuanto a minerales se refiere, desde la época prehispanica se le reconocia a
esta actividad como un factor de avance econémico. La mineria a lo largo de la historia de
nuestro pais ha contribuido a su desarrollo industrial, pues los minerales son utilizados como
materias primas en distintas ramas industriales como: la petrolera, la siderdrgica, la quimica
o0 la de la construccion (Muro, 2013). En la actualidad México forma parte de la lista de los
paises con mayor produccién minera en el mundo, ocupa el primer lugar en la produccion de
plata a nivel mundial, contribuye con el 4% del producto interno bruto (PIB), al mes de julio
del 2015, generd 352 mil 666 empleos directos y més de 1.6 millones de empleos indirectos,
de acuerdo al reporte del Instituto Mexicano del Seguro Social (Muro, 2013). El territorio
nacional cuenta con ricos depdsitos de minerales metélicos en los estados de Chihuahua,
Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Guanajuato, Sonora, Sinaloa, Nayarit, Coahuila y San
Luis Potosi y seguin estudios geolégicos, se estima que dos terceras partes de la superficie del

pais presenta condiciones favorables para la actividad minera (Muro, 2013).

Desde la época colonial, el estado de Chihuahua ha sido importante por su produccion de
minerales metalicos. Se han explotado yacimientos mineros importantes como el de Santa
Barbara, Parral, Santa Eulalia y San Francisco del Oro entre otros. Hidalgo del Parral es una
ciudad mexicana del sur del estado de Chihuahua y fue un centro minero en la época del
virreinato de la Nueva Espafa. La explotacion de la mina La Prieta dio origen a la fundacion
de la ciudad de Parral, aproximadamente en los afios 30 del siglo XX , la mina La Prieta
estuvo a cargo de la compafiia norteamericana American Smelting Co. a la que se le
concesiond la extraccién de la plata y de otros minerales y al finalizar su auge minero Parral

fue casi completamente abandonada en el afio de 1930(Muro, 2013).

Durante la explotacion de la mina La Prieta se generaron residuos conocidos como jales,
como consecuencia de los procesos de recuperacion de metales a partir de los minerales,
después de triturar las rocas que los contienen y mezclar las particulas que se forman con

agua y con reactivos quimicos que facilitan la liberacion de los metales. La existencia de
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dichos jales a cielo abierto en Hidalgo del Parral representa un posible riesgo a la salud y al
medio ambiente que deben evaluarse, mientras que su composicién quimica hace de ellos un
residuo tdxico para los organismos vivos (Barraza,2015).

Con mas de tres siglos de historia, la mineria en Parral trajo consigo un problema ambiental
que ha estado latente desde sus inicios de operacidn, con una produccion aproximada de 1500
toneladas de minerales puros al dia, los residuos generados a la fecha abarcan un &rea de
aproximadamente 80 hectéreas en cuyo suelo permanecen los jales de més de tres siglos de
operacion (Lima, 2012).

El principal conflicto ambiental asociado a los jales se relaciona, en las zonas lluviosas, con
la dispersion de los mismos hacia su entorno, problematica vinculada con la generacién de
drenaje acido, mientras que en las zonas aridas, con su esparcimiento provocado por el viento
(Rodriguez, 2010).

Estudios realizados con anterioridad en la zona, evidencian concentraciones de metales
pesados en suelo superficial del area poblada, que rebasan los limites establecidos tanto por
organismos nacionales como internacionales, lo que hace suponer que los jales de la mina La
Prieta son una de las principales fuentes de emision de los metales encontrados en dichos
estudios (Rodriguez, 2010; Barraza , 2015).

Se han identificado al menos 19, 527 ,678 m3de jales con altos contenidos de plomo en forma
de galena (PbS) y arsénico en forma de arsenopirita (FeAsS), como los principales elementos
potencialmente toxicos expuestos al ambiente de la region minera Parral (Gutiérrez, 2007).
Los dafios a la salud relacionados con estas sustancias van desde cdlicos, irritabilidad, dolores
musculares hasta cancer, infertilidad, abortos y perturbaciones al ADN. Para evaluar los
efectos toxicos causados por contaminantes naturales o antropogénicos sobre los organismos
vivos presentes en los ecosistemas existen pruebas ecotoxicolégicas(Truhaut, 1975). La
investigacion formal de los efectos adversos de los contaminantes sobre los organismos se
inicié en la década de los afios 30 con el desarrollo de estudios para determinar la relacién
causa-efecto entre la presencia de contaminantes quimicos en el agua y sus efectos bioldgicos
en poblaciones de peces, basandose en pruebas de mortalidad de estos organismos, el

término ecotoxicologia fue establecido como una extension natural de la toxicologia (que
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estudia los efectos de sustancias en organismos individuales) enfocada al estudio de los

efectos ecoldgicos de los contaminantes en los ecosistemas (Moriarty, 2007).

Actualmente los resultados de las pruebas de laboratorio ecotoxicoldgicas son aceptadas
como estimaciones conservadoras de los efectos potenciales de las sustancias en el ambiente
y se reconoce su utilidad para los programas de monitoreo ambiental, asi como para la
regulacion de las sustancias debido a que permiten identificar y evaluar los efectos
potenciales de los contaminantes generados por actividades industriales o urbanas. Las
pruebas ecotoxicoldgicas integradas con analisis quimicos, geologicos y ecoldgicos, pueden
ser utilizadas para determinar indices de calidad ambiental y originar una vision mas
completa de los efectos adversos que ocasionan los contaminantes sobre los componentes
bioticos y abioticos de los ecosistemas y de esta forma contribuir a determinar medidas para

proteger al ambiente(Capo, 2007).

Los bioensayos con lombrices son ampliamente reconocidos como prueba para evaluar la
toxicidad de suelos contaminados (Dorn, 2008). La lombriz mas utilizada ha sido Eisenia en
su especie foetida, esta especie es exdgena en México, pero de amplia distribucién, facil

manejo y cultivo (Fragoso, 2012).

El bioensayo ecotoxicoldgico presentado en esta tesis se encuentra basado en la guia 222 de
la OECD del afio 2005 asi como en experiencias obtenidas a nivel laboratorio (Cuevas, 2006).
Los bioensayos con lombrices de tierra pueden llevarse a acabo con las muestras de suelo o

con los extractos de los contaminantes.
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1.1 Justificacion

Las evaluaciones de riesgo y regulaciones referentes a contaminantes estan basadas en los
valores maximos permitidos de sus concentraciones totales. Como consecuencia, los
resultados de las evaluaciones pueden estar fuera de los limites maximos permisibles en sitios
contaminados pero no estan en forma biodisponbile, donde el riesgo puede ser pequefio y
llevarse a cabo una medida de remediacion con el correspondiente costo econdmico
implicado. (Alexander, 2000). Por ello es importante considerar el concepto de
biodisponibilidad en la emisién de normas y leyes ambientales (Adriano, 2004).
La biodisponibilidad se define como el grado en que un contaminante presente en el suelo
puede ser absorbido y tener un efecto potencialmente toxico sobre un organismo (Alexander,
2000). Esta biodisponibilidad puede ser valorada por métodos biolégicos o pruebas
ecotoxicoldgicas con la exposicion de organismos a las diferentes muestras de suelos y

posteriormente evaluar sus efectos (Alexander, 2000) .

La evaluacion ecotoxicoldgica con las muestras de jales de la presa de la mina La Prieta en
Hidalgo del Parral, Chihuahua, brindard informacién sobre su biodisponibilidad en las
lombrices de tierra Eisenia foetida para utilizar este criterio en estudios futuros de

evaluaciones de riesgo de la zona de estudio.

16



1.20Dbjetivos

1.2.1 Objetivo general

Realizar una evaluacion ecotoxicologica considerando al metaloide As y al metal Pb
presentes en los jales mineros de la zona minera abandonada ubicada en Parral, Chihuahua,

utilizando a la lombriz de tierra (Eisenia foetida) como organismo de prueba.

1.2.2 Objetivos especificos

e Llevaracabo una revision bibliografica sobre ecotoxicidad y las evaluaciones
ecotoxicoldgicas en donde se utilice como organismo de prueba a la lombriz
de tierra Eisenia foetida consultando medios impresos y electronicos.

e Realizar una revision bibliografica sobre los jales mineros y la legislacion de
sus impactos a los suelos de México.

e Exponer la lombriz de tierra a las muestras de jales mineros, utilizando
diferentes unidades experimentales y considerando un disefio estadistico.

e Exponer la lombriz de tierra a diferentes concentraciones de la sal de nitrato
de plomo (I1) Pb(NO3)2(ac) y de arsenito de sodio NaAsO(ac) sobre papel
filtro utilizando unidades experimentales separadas, haciendo uso de un
disefio estadistico.

e Exponer la lombriz de tierra a diferentes concentraciones de la sal de
Pb(NO3)2(ac) y de NaAsO2(ac) utilizando unidades experimentales separadas
en una muestra de suelo artificial, haciendo uso de un disefio estadistico.

e Exponer la lombriz de tierra a diferentes concentraciones de la sal de
Pb(NOs3)2(ac) y de NaAsOo(ac)utilizando unidades experimentales
combinadas en una muestra de suelo artificial, haciendo uso de un disefio
estadistico.

e Determinar la CLso para las sales de Pb y As empleando el modelo logistico

de forma combinada y de forma individual.
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1.3 Hipotesis

La exposicion de las muestras de jales mineros de la mina La Prieta en Hidalgo del Parral,

Chihuahua, a la lombriz de tierra Eisenia foetida pueden causar su mortalidad.

1.4 Alcances y Limitaciones

La ecotoxicidad serd evaluada utilizando bioensayos con la lombriz de tierra Eisenia foetida
como organismo de prueba, sin embargo, se reconoce con base en la literatura que es dificil

extrapolar el resultado a una poblacion humana.
Las sales de NaAsO, y de Pb(NO3)2 fueron seleccionadas con base a su solubilidad, con la

finalidad de realizar la prueba ecotoxicologica ya que el Pb y el As no estan biodisponibles

en los jales del sitio de estudio.
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CAPITULO 2.MARCO TEORICO

En el punto 2.1.1 del capitulo 2 se describen los conceptos de ecosistema, contaminacion,
ecotoxicologia, toxicidad, toxicaridad (Moriarty, 2007). En la seccion 2.1.2 se presentan los
constituyentes de los estudios ecotoxicoldgicos (Truhaut, 1975). La lombriz de tierra Eisenia
foetida se expone como organismo de prueba para los bioensayos ecotoxicologicos en el
punto 2.1.3. Mientras que el concepto de relacion concentracion-respuesta y concentracion
letal media (CLso) se desarrolla en el apartado 2.1.4. Las definiciones de biodisponibilidad y
bioaccesibilidad se tratan en los puntos 2.15 y 2.1.6 respectivamente. Los estudios previos
realizados de especiacion quimica y de difraccion de rayos X de las muestras de jales mineros

de Hidalgo del Parral Chihuahua se explican en las secciones 2.2.1 y 2.2.2 respectivamente.

2.1.1Ecotoxicologia

Se denomina ambiente no solo al aire, sino al agua, suelo, alimentos y en resumen a todo lo

que rodea la vida del ser humano y a los animales (Capo, 2007).

El ecosistema se define como el conjunto de las condiciones del ambiente, de los organismos
y de sus propias interrelaciones. Un ecosistema puede ser equiparado con un ser viviente que
tenga un equilibrio bioldgico potencialmente amenazado por la irrupcion no habitual de

factores bioldgicos, quimicos y/o fisicos (Capo, 2007).

Se entiende por contaminacion a esta irrupcién de dichos factores en el entorno que puedan
afectar las condiciones del conjunto de seres que viven en y del ecosistema.(Barnthouse,
2000). Desde siempre ha existido contaminacion en el medio ambiente. Al principio se debia
a los fendmenos naturales, como las tormentas de arena, erupciones volcanicas, pero mas
tarde han sido las actividades humanas las que han empezado a influir considerablemente en
la contaminacion ambiental. Truhaut en el afio de 1975 establecio el término de
ecotoxicologia en sustitucion al de toxicologia ambiental, usada hasta entonces.. La
ecotoxicologia es definida como la ciencia que estudia la contaminacion, su origen, evolucion
e interacciones con las moléculas que integran dindmicamente los ecosistemas, sus acciones

y efectos sobre los seres vivos que forman estos ecosistemas (Capo,2007).
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La ecotoxicologia tiene como materia fundamental de estudio a la contaminacion, sobre los

sistemas bioticos en forma de toxicidad (Capo, 2007).

En ecotoxicologia, los agentes fisicos y compuestos quimicos se estudian mas por su
peligrosidad potencial que por su toxicidad relativa, aplicados a determinadas condiciones
de exposicion, para darles un significado. Por ello, al hablar de nocividad aparte del concepto
de toxicidad (propiedad inherente a un agente fisico 0 a un compuesto quimico de producir
efectos indeseables cuando alcanza una concentracion determinada en un lugar de un
organismo vivo), se debe de tener en cuenta el concepto de toxicaridad, es decir la
probabilidad de que se produzca toxicidad, asi como el riesgo o peligrosidad, determinado

por la probabilidad de que ocurra una accién toxica (Capo, 2007).
2.1.2Estudios ecotoxicologicos

Los estudios ecotoxicoldgicos se componen de tres secuencias (Truhaut, 1975):

l. La liberacion del contaminante, abarcando su formacion, la génesis de las fuentes de
contaminacion, los medios y vias de transporte (suelo, aire, agua, alimentos), los factores que
influyen en su difusion, sus absorciones geoldgicas y las posibles alteraciones de sus
propiedades fisicoquimicas debidas a los diversos componentes abidticos del ecosistema,
dando lugar a su acumulacion o degradacion, puesto que siempre debe tenerse presente que

las transformaciones de las sustancias quimicas estan en funcién del medio que los rodea.

. El ingreso de los contaminantes en el medio bioldgico, es decir, su entrada en las
cadenas biolodgicas, alimentarias, de comunidad. Una vez ocurrida la contaminacion, el flujo
de un contaminante dentro de los ecosistemas esta condicionado a varios factores bidticos y
abioticos con caracteristicas que condicionan su disipacion, acumulacién o destruccién. En
los estudios ecotoxicoldgicos concurren tres componentes intimamente relacionados: el

contaminante, el ambiente y el organismo vivo.
I1l.  Calificacion y cuantificacion de los efectos patoldgicos sobre los seres vivos y sus
ecosistemas. Constituye la ecotoxicidad propiamente dicha, es decir, la consecuencia de la

accion originada por un contaminante sobre los seres vivos que forman los ecosistemas.
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Hay que considerar que los ecosistemas naturales son un conjunto arménico consecuente con
sus propios equilibrios bioldgicos, pero las sustancias quimicas, en ocasiones pueden
perturbar estos equilibrios y trastornar la citada armonia, alterando la capacidad de sobrevivir
en las condiciones ecoldgicas producidas. Ello hace que en la ecotoxicologia no sea suficiente
la evaluacion de la toxicidad que se realiza en la toxicologia convencional, ni aun
considerando que, en la ecotoxicologia, los efectos tienden siempre a ser remotos. Es
necesario conocer los datos usuales en toxicologia convencional, como son: la toxicidad
aguda de una sustancia representada por su CLsp, las alteraciones producidas por
concentraciones subletales como prototipo de la capacidad de originar toxicidad y su
interferencia con el proceso de reproduccion en el &mbito de la fecundidad o su influencia en

la induccion de cambios en el ADN celular (Capo, 2007).

Cap6 Marti, en el 2007, menciona que la ecotoxicologia tiene una metodologia experimental
propia para la evaluacion de los efectos de los contaminantes, aunque en realidad no esta
perfectamente confirmado que los microcosmos experimentales demuestren significativas
respuestas a los agentes fisicos y a las sustancias quimicas, pero se considera que son

orientativos.

El mismo Cap6 Marti, (2007) afirma que la ecotoxicologia también se caracteriza por llevar

a cabo un diagndstico evaluativo, que tiende a la prediccion, y que se fundamente en tres

pardmetros:
1. La determinacién de la concentracién del contaminante en el ambiente
2. La evaluacion de la carga del contaminante
3. La predicciéon del riesgo

De forma habitual Cap6 Marti, (2007), presenta en los estudios ecotoxicoldgicos el uso de
bioindicadores que alertan de posibles perturbaciones e indican la situacion de un ecosistema.
Su empleo proporciona informacién rapidamente, cuando se utilizan especies muy sensibles,
denominados animales centinela. Como fin primordial la ecotoxicologia busca el bienestar
del ser humano, por ello, su mision es, tanto informar y alertar de la peligrosidad de las

alternativas del desarrollo y de la degradacion del medio ambiente, como prevenir, aportando
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datos para la toma de decisiones, con arreglo al cociente beneficio/riesgo, que siempre va

ligado a la calidad de vida.

La prediccion en ecotoxicologia se fundamenta sobre el concepto de riesgo. Se define asi a
la frecuencia esperada de un efecto indeseable por exposicion a un contaminante. Sin
embargo, teniendo en cuenta que el ecosistema es capaz de regenerarse hasta ciertos limites,
es determinante valorar factores como la bioconcentracion y la biodegradacion aparte de la

produccién y dispersion del contaminante(Capo, 2007).

2.1.3 Evaluaciones en ecotoxicologia con Eisenia foetida

Los organismos vivos integran el efecto toxico causado por la exposicion a diferentes
contaminantes y responden al efecto adverso de compuestos o mezclas de ellos. Los
bioensayos proveen una medida directa de la toxicidad ambiental en sitios contaminados
respecto a los analisis quimicos porque integran la respuesta de factores ambientales con los
factores toxicos de los contaminantes. Los métodos de pruebas estandarizadas para la
evaluacion de compuestos toxicos en suelos se han desarrollado desde los afios 80 y muchos
de ellos se han basado en la prueba desarrollada en 1984 por la Organizacion para la
Cooperaciéon Econémica y Desarrollo (OCDE). Dentro de estos trabajos, los organismos de
prueba que mas se han utilizado para evaluar efectos agudos y cronicos de los compuestos
toxicos en suelos son: lombrices, enquitreidos (nematodos), colémbolos (cochinillas) y
acaros predadores. De igual forma, se ha propuesto la caracterizacion ecotoxicoldgica sobre
diferentes niveles troficos, en donde se recomienda utilizar un organismo detritivoro, un

productor, un consumidor primario y un consumidor secundario (1ISO, 2001).

Se considera que las lombrices son organismos de prueba Utiles para monitorear la toxicidad
que provocan varios compuestos o xenobioticos, incluyendo metales pesados, plaguicidas,
contaminantes organicos, mezclas complejas y desconocidas de contaminantes en suelos
(Capo, 2007).

22



Las especies de lombriz cominmente utilizadas son Eisenia foetida y Eisenia andrei. Estas
son lombrices composteras que requieren un alto contenido de materia organica, son de facil
manejo y crianza y actualmente son cosmopolitas. Los efectos causados por compuestos
toxicos en Eisenia foetida y Eisenia andrei son relativamente bien conocidos, dado que se
han realizado pruebas con estas lombrices por mas de dos décadas (Jansch, 2005). Por lo
tanto E. foetida y E. andrei se han convertido en invertebrados detritivoros modelo para

evaluar efectos de xenobioticos en suelos (Capo , 2007).

La principal caracteristica morfoldgica de la lombriz de tierra Eisenia Foetida es la presencia
de segmentos externos e internos en su cuerpo, son hermafroditas y cuando son adultas se

observa una protuberancia epidérmica denominada citelo, ver figura 2.1 (Capo , 2007).

Buche
Faringe

Boca
Corazones

Organos

i reproductores
Organos masculinos
reproductores

femeninos

Vaso sanguineo

Figura 2.1 Anatomia de una lombriz de tierra Eisenia foetida (Capo,2007).

En el citelo se forman los capullos en los cuales son depositados los huevos. Esta especie se

desarrolla bien en un intervalo de pH de 5 a 7, a temperatura de 20 a 28°C (Kaplan, 1980).

Una de las caracteristicas de las lombrices de tierra incluyendo a la Eisenia foetida es que
son capaces de acumular metales pesados en sus cuerpos a partir del suelo disminuyendo de
esta forma la toxicidad de un suelo contaminado (Jaian, 2004).

El vermicomposteo constituye una forma especial de compostaje debido a que es alcanzado
cuando las lombrices de tierra metabolizan y excretan una mezclan de suelo y materia
organica. En el aparato digestivo de estas lombrices, los microorganismos son responsables
de transformar compuestos organicos (proteinas, acidos nucleicos, grasas, carbohidratos) a

un producto mas estable denominado vermicompostaje. En el proceso del vermicomposteo
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se presume que las lombrices de tierra son Utiles para limpiar el suelo de varios contaminantes

como los metales pesados (Pereira, 2003).

El vermicomposteo es una de las mejores formas para disponer los residuos, no sélo debido
a su capacidad de reducirlos, sino también a su habilidad para remediar un suelo contaminado
(Edwards, 1992).

Una forma de determinar niveles aceptables de contaminantes en el suelo consiste en la
aplicacion de las pruebas de ecotoxicidad. Una serie de bioensayos aceptados
internacionalmente para evaluar la toxicidad se han desarrollado por la Organizacion para el

Desarrollo y la Cooperacion Econémica. (OCDE, 1984).

2.1.Relacion concentracion-respuesta y CLso

Uno de los aspectos importantes en toxicologia y ecotoxicologia es la relacion entre la
concentracion de un compuesto quimico a la cual se expone un organismo y el consecuente
efecto nocivo que le produce. Esta relacion, conocida como relacién
concentracion-respuesta, constituye la base para la evaluacion del peligro y el riesgo
generado por los contaminantes en el ambiente. La figura 2.2 muestra un patrén no rectilineo

de la relacién concentracidn-respuesta (Diaz, 2004).

Porcentaje de mortalidad
N

Concentracion

Figura 2.2 Relacion concentracion -respuesta (Diaz, 2004).

Existen muchas formas de determinar la toxicidad, aunque los efectos bioguimicos,

fisioldgicos, reproductivos y de comportamiento son de gran utilidad, el indicador
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comunmente mas utilizado es la muerte del organismo de prueba. La mayoria de las pruebas
de toxicidad suministran una estimacién de la concentracion del contaminante en el alimento,
suelo, aire, agua que produce una respuesta toxica a un nivel del 50%. La CLso es la

concentracion que mata al 50% de la poblacion.

En ellas, la estadistica desempefia un papel importante no sélo para su célculo, sino para la
planificacion y ejecucion de las pruebas de toxicidad y para el analisis e interpretacion de los

resultados obtenidos en ellas (Diaz, 2004).

Diaz (2004) detalla que para el analisis de las relaciones cuantitativas entre la concentracion
y la respuesta, es necesario recurrir a modelos matematicos que describan dicha relacion.
Como resultado del andlisis de los datos de un disefio para estimar una relacion
concentracion-respuesta, lo que se pretende obtener son las estimaciones de los parametros
del modelo seleccionado para relacionar las variables y a continuacion utilizar el modelo con
las estimaciones de los parametros encontrados para determinar los valores de la variable
concentracion del toxico que causan un grado de efecto en particular sobre los organismos
expuestos. Entre estas concentraciones la mas utilizada como ya se mencioné anteriormente
es la CLso. La seleccion del método a utilizar para estimar dicho valor dependera de qué tan
bien las concentraciones caracterizan al CLso. En el trabajo presente se utiliza el modelo
logistico descrito en el capitulo de disefio de experimentos para la determinacion del valor
de la CLso.

2.1.4 Biodisponibilidad

Numerosos estudios han mostrado que los efectos biologicos no se encuentran relacionados
con la concentracion total de un contaminante y que los organismos responden solamente a
una fraccion de la sustancia que resulta ser biolégicamente disponible para dicho organismo
(ttrmino denominado como biodisponibilidad)(Harmsen, 2007).

Las evaluaciones de riesgo y regulaciones referentes a contaminantes estan basadas en los

valores maximos permitidos de sus concentraciones totales.
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Como consecuencia los resultados de las evaluaciones pueden ser alarmantes en sitios
contaminados donde el riesgo puede ser pequefio y llevar a cabo una medida de remediacion
con el correspondiente costo econdmico implicado(Alexander, 2000). Por ello es importante
considerar a la biodisponibilidad en la emisién de normas y leyes ambientales(Adriano,
2004).

La biodisponibilidad se define como el grado en que un contaminante presente en el suelo
puede ser absorbido o adsorbido y tener un efecto potencialmente toxico sobre un organismo
(Alexander, 2000). Esta definicion tiene tres niveles de informacion: disponibilidad

ambiental, biodisponibilidad ambiental y biodisponibilidad toxicoldgica (Harmsen, 2007).

Las cuales se define a continuacion:

De acuerdo a estos autores la disponibilidad ambiental es la proporcion de un contaminante
que esta sujeta a las influencias fisicas, quimicas y bioldgicas del medio.

La biodisponibilidad ambiental es la fraccion de un contaminante que un organismo acumula
cuando entra en contacto con el medio.

La biodisponibilidad toxicoldgica es la fraccion de la concentracién de un contaminante que
es absorbida o adsorbida por un organismo, es distribuida dentro de él y finalmente alcanza
los receptores donde presenta su accion toxica (Harmsen, 2007).

La fraccion biodisponible de elementos quimicos en suelos depende de sus propiedades y del
comportamiento de los organismos estudiados (Harmsen, 2007).

La biodisponibilidad puede ser valorada por métodos bioldgicos con la exposicién de
organismos a las diferentes muestras de suelos y posteriormente evaluar sus efectos
(Alexander, 2000) .

2.1.5 Bioaccesibilidad

El termino bioaccesibilidad de un metal representa a la fraccion de un contaminante que
después de la ingesta por un organismo vivo, es movilizada hacia sus fluidos gastricos (Jager,
2003).En el caso de un ser humano la liberacién de la fraccion bioaccesible ocurre en el
espacio grastointestinal, en el proceso de la digestion, quedando potencialmente disponible

para su posterior absorcion intestinal. La bioaccesibilidad de metales u otros contaminantes,
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desde suelos o sedimentos, es altamente dependiente del pH de los diferentes 6rganos del
tracto grastointestinal (Jager, 2003). Son muchos los estudios que han buscado desarrollar y
validar sustitutos de los fluidos del tracto gastrointestinal. La mayoria de los fluidos
estomacales desarrollados se asemejan en su contenido a acido clorhidrico HCI(ac) a pH de
1.5, sumado a algunos aminoacidos, acidos organicos, enzimas y sales (Jager, 2003).

Para el caso de la lombriz de tierra Eisenia foetida la liberacion de la fraccion bioaccesible
ocurre de la misma forma en su aparato digestivo, en una estructura denominada como
molleja donde el contaminante es degradado por el uso de enzimas y microorganismos (Jager,
2003).

2.2 Estudios previos

2.2.1 Especiacion

A continuacion se hace referencia al trabajo de tesis de Evaluacion de la contaminacion del
suelo por arsénico (As) y plomo (Pb) en la zona minera de Parral Chihuahua mediante
espectroscopia de Absorcion Atémica (Menchaca, 2015),donde se realiz6 una investigacion
de la especiacion de metales y metaloides. Enseguida se redacta parte de su investigacion y

resultados obtenidos para el estudio de especiacion extraida de su tesis.

El proposito de las investigaciones actuales sobre contaminacion del medio ambiente se
centra en desarrollar nuevos metodos analiticos, no solo con la finalidad de determinar
unicamente el contenido total de los elementos si no con el objetivo de conocer sus especies
quimicas para comprender las reacciones quimicas o bioquimicas en las que intervienen y
por ende obtener informacion relativa a su caracter toxico. Por ello, la determinacion de la
concentracion total de un metal s6lo proporciona una explicacion incompleta del posible

impacto ambiental que puede produciren el medio en el que se encuentra (Templeton, 2000).

Los trabajos de Menchaca (2015), presentan a la especiacion de metales y metaloides y cita
que la determinacion de la concentracion total de un metal no da una valoracién apropiada
del impacto causado y que por lo tanto es necesario realizar estudios de especiacion para

obtener informacidn mas especifica sobre su biodisponibilidad.
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Por otra parte, Galan & Romero (2000), encontraron que la especie quimica depende de una
serie de pardmetros tales como: pH, capacidad de intercambio, condiciones redox, salinidad,y
de la presencia de: materia organica, carbonatos, minerales de arcilla, hidroxidos y 6xidos de
Fey Mn.

La especiacion de elementos potencialmente toxicos en el suelo es de gran interés, debido a
los diferentes niveles de toxicidad exhibidos por las distintas especies. La Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada define el término especie quimica como la forma
especifica de un elemento determinada por su composicion isotdpica, su estado electronico
0 de oxidacion y su estructura molecular (Templeton, 2000).

Cuando la especiacion no es factible, entonces se usa el término de fraccionamiento: proceso
de clasificacion de un analito o un grupo de analitos de una muestra determinada de acuerdo
a sus parametros fisicos (por ejemplo, tamafio, solubilidad) o propiedades quimicas (por

ejemplo, tipo de enlace, reactividad) (Templeton, 2000).

Para realizar la especiacién de metales o metaloides se utilizan técnicas de extraccion
secuenciales, es decir se aplican diversos tipos de extractantes sucesivamente a la muestra,
cada uno siendo mas drastico en la accion quimica o de naturaleza diferente a la anterior
(Templeton, 2000).

Uno de los principales esquemas de extraccion secuencial es el propuesto por la Oficina de

Comunidades de Referencia Europea (Rauret, 1999) y utilizado por Menchaca en el 2015.
En la tabla 2.1 se indica el procedimiento de extracciones secuenciales realizados por

Menchaca (2015) para la especiacion de As y Pb en las muestras de presas de jales mineros
de Hidalgo de Parral, Chihuahua.
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Tabla 2.1 Método de extracciones secuenciales propuesta por la Comunidad de Referencia

Europea.
Etapa. Fraccion. Fase Objetivo. Reactivos.
1 Intercambiable/Soluble ~ Especies solubles. CH3COHO0.1 M,
en acido y agua. Carbonatos. pH = 3.59
2 Reducible. Oxi/ hidroxidos de =~ NH>-OH HCI 0.5 M
Fey Mn. pH=2
3 Oxidable. Materia organica. H20. 8.8 M seguido
Sulfuros. de CH3CO2NHa, 1.0
M, pH =2
4 Residual. Aluminosilicatos. Agua regia.

2.2.2 Especiacion de metales y metaloides en muestras de jales mineros de
Hidalgo del Parral Chihuahua

Menchaca en el afio 2015 realizo la especiacion del metaloide arsénico de las muestras de la
presa de jales en Hidalgo del Parral, Chihuahua, mostrando que la mayor parte del arsénico
se encuentra presente en la fraccion 3 (oxidable) y la fracccion residual, estas fracciones se
caracterizan por tener baja movilidad en el suelo y por lo tanto la probalidad de tener efectos
adversos por biodisponibilidad es baja.El 90 % del metaloide se encuentra en la fraccion
residual, unida a los aluminosilicatos, siendo la fraccion mas estable en la que se encuentra

el arsénico.

En el caso del plomo los resultados de especiaciacion obtenidos Menchaca, (2015)muestran
que el plomo y las muestras de la presa de jales en Hidalgo del Parral, Chihuahua contienen
mas del 70 % del metal repartido entre la fraccion 1 (intercambiable) que puede ser liberado
mediante procesos de intercambio ionico y reemplazado por sales que se encuentran en el
medio y la fraccion 2 (reducible). Este resultado sugiere que la movilidad vy
biodisponibilidad del metal es alta presentando un potencial de riesgo de tener efectos

adversos a la salud y al ambiente.
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2.2.3 Estudios de difraccion de rayos X y pruebas de pH en pasta realizadas
en muestras de jales mineros de Hidalgo del Parral, Chihuahua

Barraza, (2015) realizé una prueba con las muestras de jales mineros denominada pH en pasta
que se aplica para estimar si una sustancia es capaz de formar aguas acidas y liberar sustancias
toxicas al ambiente, de acuerdo con este estudio las muestras analizadas no presentan un
riesgo inmediato para liberar elementos potencialmante toxicos, dado que el medio donde se

encuentran los minerales se mantiene de forma alcalina.

Los estudios de difraccion de rayos X realizados por (Barraza, 2015) revelaron la presencia
de Pirita (FeS2) en un porcentaje que ronda entre el 1 al 3 % causante de drenaje acido de
mina, el cual produce un descenso en el pH del agua y aumenta la solubilidad de los

elementos potencialmente toxicos como son los metales pesados.

También demostraron la presencia de minerales tampon como la Calcita (CaCOs3) y de los
silicatos: albita (NaAlSizOs), caolinita (Al2Si2Os(OHa), moscovita (KAl2(AISiz010)(OH)z,
sericita (KNa,Ca)Alx(SiAl)4011 y los feldespatos potésicos (KAISisOs) que ayudan a

neutralizar la accién de los generadores de &cido.
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CAPITULO 3. MARCO JURIDICO

En el punto 3.1 del capitulo 3 se describe el articulo 27 de la Constitucion Politica de los
Estados Unidos Mexicanos referente al dominio de recursos naturales de la nacion. En el
punto 3.2 se menciona la prevencion y control de la contaminacion del suelo contenida en la
Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccién al Ambiente (LGEEPA). En la seccion
3.3 en la Ley para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR) se establece
la competencia y regulacién federal de los residuos de la industria minera-metalUrgica. En el
apartado 3.4 se especifican las competencias de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) en la Ley de Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente del
Estado de Chihuahua referentes al aprovechamiento de minerales o sustancias no reservadas
a la Federacion. En el punto 3.5 se establece la autorizacion en materia de impacto ambiental
para la explotacion de minerales en el Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecolégico
y la Proteccidén al Ambiente. En la seccion 3.6 se establece la competencia federal de los
residuos mineros en el Reglamento de la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral
de los Residuos. En el apartado 3.7 se mencionan las acciones a seguir para la prevencion y
control de la contaminacion de los suelos estipulados en el Reglamento de Ecologia y
Proteccion al Ambiente del Municipio de Hidalgo del Parral, Chihuahua. En el punto 3.8 se
ilustran las definiciones de presas y de jales mineros de acuerdo a la NOM-141-
SEMARNAT-2003 y se establece un procedimiento que consta de dos métodos para
determinar la peligrosidad de los jales, el primero se basa en la extraccion de los
constituyentes toxicos del jal minero y el segundo en evaluar el potencial de generacion de
drenaje acido para jales que contienen sulfuros de metales. En el punto 3.9 se establecen las
concentraciones de referencia totales para los metales o metaloides por arriba de las cuales
un suelo puede representar un riesgo para la salud de las personas acorde a la NOM-147-
SEMARNAT-2004. En el punto 3.10 se presentan las caracteristicas que hacen a un residuo
peligroso y también se define cuando un residuo es toxico para el ambiente acorde a la NOM-
052-SEMARNAT-2005.
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3.1 Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos

El articulo 27 de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos establece que
corresponde a la nacion el dominio directo de todos los recursos naturales de la plataforma
continental, de todos los minerales o substancias que se encuentren en vetas, mantos, masas

0 yacimientos.

3.2 Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente
(LGEEPA) Ultima Reforma DOF 24-01-2017

En el capitulo 4 de la LGEEPA correspondiente a la prevencion y control de la contaminacion

del suelo en el articulo 134 se establece que:

l. Corresponde al estado y a la sociedad prevenir la contaminacién del suelo.

Il. Deben ser controlados los residuos en tanto que constituyen la principal fuente de
contaminacion de los suelos.

M. En los suelos contaminados por la presencia de materiales o residuos peligrosos
deberan llevarse a cabo las acciones necesarias para recuperar o restablecer las condiciones
de tal manera que puedan ser utilizadas en cualquier tipo de actividad prevista por el

programa de desarrollo urbano o de ordenamiento ecoldgico que resulte aplicable.

3.3 Ley para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR)
2015 Ultima Reforma DOF 22-05-2015

En el Titulo Tercero denominado Clasificacion de los residuos, articulo 17, se establece que
los residuos de la industria minera-metallrgica provenientes del minado y tratamiento de
minerales como jales mineros son de regulacion y competencia federal, pudiéndose disponer

en el sitio de generacion y su manejo integral estara sujeto a los planes previstos en esta Ley.

32



3.4 Ley de Equilibrio Ecoldgico y Proteccién al Ambiente del Estado de
Chihuahua POE 2017.02.22/No.15

En el Capitulo 2 Articulo 123 de la Ley de Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente
del Estado de Chihuahua se establece que, para el aprovechamiento de los minerales o
sustancias no reservadas a la Federacion, que constituyan depositos de naturaleza semejante
a los componentes de los terrenos, tal como rocas que solo puedan utilizarse para la

fabricacion de materiales para la construccion u ornamento, corresponde a la Secretaria:

l. Su regulacidn a través de las normas oficiales que expida la Federacion, las Normas
Técnicas Ecoldgicas Estatales y el reglamento de esta Ley.

Il. Otorgar la autorizacion para realizar las actividades de exploracién, explotacion y
aprovechamiento de estos recursos. La autorizacién solo se otorgaré con la opinion favorable
del municipio de que se trate.

1. Prevenir que dichas actividades se lleven a cabo, sin causar dafios al equilibrio
ecologico y al medio ambiente, logrando que:

A) El aprovechamiento sea racional.

B) Se eviten dafios o afectaciones al bienestar de las personas.

C) Se eviten graves alteraciones topograficas.

Articulo 124. Corresponde a los municipios:

Il. Participar con el Estado en la vigilancia de las actividades de exploracion, explotacion

y aprovechamiento de estos recursos.

Articulo 125. Quienes pretendan realizar actividades de aprovechamiento de minerales o

sustancias no reservadas a la federacion, estaran obligados a:

l. Controlar la emision o el desprendimiento de polvos, humos o gases que puedan
afectar los ecosistemas, zonas y bienes de competencia local.
Il. Controlar los residuos y evitar su diseminacion fuera de los terrenos en los que se

lleven a cabo dichas tareas.
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I1l.  Restaurar y, en su caso reforestar las areas utilizadas, una vez concluidos los trabajos
de aprovechamiento respectivos, para restituirles su estado original o mejorarlo de ser

posible.

3.5. Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecologicoy laProteccion
al Ambiente en Materia de Evaluacion de Impacto Ambiental Ultima
Reforma DOF 31-10-2014

En el capitulo I, articulo 5, se establece que quienes pretendan llevar acabo alguna de las
siguientes obras o actividades: exploracion, explotacion y beneficio de minerales y sustancias
reservadas a la federacion, requeriran previamente la autorizacion de la Secretaria en materia
de impacto ambiental. EI beneficio de minerales y la disposicion final de los residuos en
presas de jales, excluyendo las plantas de beneficio que no utilicen sustancias consideradas
como peligrosas, también requerird la respectiva autorizacién en materia de impacto

ambiental.

3.6. Reglamento de la Ley General Para la Prevencion y Gestion Integral
de los Residuos Ultima Reforma DOF 31-10-2014

En el Titulo Tercero denominado Residuos provenientes de la industria minero-metalurgica
se establece en el articulo 32 que los residuos provenientes de los procesos metallrgicos son
de competencia federal. El articulo 32 menciona la obligacion de los responsables de generar
residuos mineros de manejarlos de acuerdo a planes en modalidades previstas en el
reglamento presente. El articulo 34 define el sitio de generacion como el predio donde se
desarrolla el proceso que da lugar a los residuos, asi como también aquel en el que se

encuentren las instalaciones.

3.7. Reglamento de Ecologia y Proteccion al Ambiente del Municipio de
Hidalgo del Parral, Chihuahua 2002

En el Capitulo V, relativo a la contaminacién del suelo y del subsuelo, en el articulo 331 se
establece que para prevenir y controlar la contaminacion del suelo y del subsuelo,
correspondera al ayuntamiento en el &mbito de su respectiva competencia vigilar y controlar

que:
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l. No se acumulen, depositen o infiltren residuos o sustancias en el suelo o subsuelo sin
el tratamiento previo respectivo y en sitios que no rednan las condiciones técnicas necesarias
para prevenir y evitar su contaminacion y debidamente autorizados, de acuerdo a la

legislacion y normatividad ambiental aplicables.

Il. El funcionamiento de los sistemas de recoleccion, almacenamiento, transporte,
alojamiento, reuso, reciclaje, tratamiento y disposicion final de residuos sélidos municipales
se lleven a cabo conforme a los lineamientos y disposiciones que emita la autoridad

municipal, asi como a la normatividad ambiental correspondiente.

1. El manejo de los materiales y residuos peligrosos se lleva a cabo conforme a lo
dispuesto en los articulos 150 al 153 de la Ley General del Equilibrio Ecologico y la
Proteccion al Ambiente y la normatividad aplicable, asi como a las disposiciones y
restricciones de las correspondientes autorizaciones, debiendo en todo momento hacerlo del
conocimiento de la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente para que aplique las
medidas de seguridad y sanciones cuando fueren procedentes, asi como la interposicion de

las denuncias ante la autoridad competente.

En el articulo 334 parrafo V se establece que, para prevenir y controlar la contaminacién del
suelo y subsuelo, el Municipio, en coordinacion en su caso con otras dependencias estatales,
deberé realizar al menos el programa: para la recuperacion de suelos contaminados por la
presencia de materiales de cualquier tipo, de tal manera que puedan ser integrados a los planes
y programas de desarrollo urbano o de ordenamiento ecoldgico que resulten aplicables.

3.8 NOM-141-SEMARNAT-2003, que establece el procedimiento para
caracterizar los jales,asi como las especificaciones y criterios para la
caracterizacion y preparacion del sitio, proyecto, construccion,
operacion y postoperacion de presas de jales

En la presente norma se menciona que las presas de jales son uno de los sistemas para la
disposicion final de los residuos sélidos generados por el beneficio de los minerales y deben

reunir condiciones de maxima seguridad, a fin de garantizar la proteccion de la poblacion,
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las actividades econdmicas y sociales y en general el equilibrio ecologico. Por sus
caracteristicas toxicas, determinadas por su composicion u oxidacion y por su forma de
manejo, pueden representar un riesgo para el equilibrio ecol6gico, el ambiente y la salud de
la poblacion en general, debido a lo anterior es necesario establecer criterios y

procedimientos para su correcta disposicion.

Los jales mineros son definidos como residuos solidos generados en las operaciones
primarias de separacion y concentracion de minerales. Una presa de jales es definida como
una obra de ingenieria para el almacenamiento o disposicion final de los jales, cuya
construccion y operacion ocurren simultdneamente. En la seccion 5.7 de la NOM-141-
SEMARNAT-2003 se establecen los criterios de postoperacion de las presas de jales
mineros, establecidos de la siguiente forma: una vez que el deposito de jales llegue al final

de su vida til se deben implementar medidas que aseguren que:

a) No se emitan particulas solidas a la atmdsfera como producto de la pérdida de
humedad de la superficie de la presa de jales.

b) No se formen escurrimientos que afecten a cuerpos de agua superficiales y
subterréneos.

C) No falle la presa de jales.

Cuando los jales sean generadores potenciales de acido se debe cumplir con los siguientes
aspectos:

o Cubrir con un material mineral o con agua, para evitar la formacién de drenaje

acido del jal, cuidando de no solubilizar otros elementos tdxicos.

o No se deben utilizar especies que promueven la acidificacion del sustrato.

o Cuando no sea pertinente establecer medidas que eviten la formacion de
drenaje acido, se deben establecer medidas de tratamiento del mismo para evitar

dafios en cuerpos de agua, suelos y sedimentos, ya sea por su acidez o por
contaminacion con elementos toxicos.

o La superficie del depdsito debe ser cubierta con el suelo recuperado, de ser el

caso 0 con materiales que permitan la fijacion de especies vegetales.
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o Las especies vegetales que se utilicen para cubrir el depdsito deben ser
originarias de la region para garantizar la sucesion y permanencia con un minimo de

conservacion.

En la citada norma se establece un método que consta de dos procedimientos para evaluar la
peligrosidad de los residuos mineros; el primero se basa en la extraccion del constituyente
toxico y en determinar su movilidad en agua, conforme a la “’Prueba para realizar la
extraccion de metales y metaloides en jales, con agua en equilibrio con CO2’’ el segundo
consiste en definir el potencial de generacion de drenaje acido de acuerdo con la “’Prueba de
Balance Acido-Base para jales que contienen sulfuros de metales”.
Para el desarrollo de la evaluacion de la peligrosidad de los jales, se deben considerar los
siguientes aspectos:

o Definicion de las diferentes menas del yacimiento.

e Definicion del proceso de beneficio.

e Manejo del jal en la presa.
Las muestras de jales aplicables para la evaluacion pueden originarse de:

e Pruebas piloto en proyectos nuevos o de incorporacion de nuevas reservas, 0

e Muestras provenientes de la operacion diaria de la planta de beneficio actual de la

unidad minera.

Prueba de extraccién de constituyentes toxicos.

La técnica propuesta es la referida a la “"Prueba para realizar la extraccion de metales y
metaloides en jales, con CO2"", procedimiento que utiliza como extractante agua destilada en
equilibrio con COzen condiciones estandar (acido carbonico, pH=5.5) preparada al momento
de su uso.

En el extracto obtenido se cuantificaran los metales y metaloides regulados en la NOM-052-
SEMARNAT-2005 mediante los métodos de ““Espectroscopia de emisidn atomica acoplada
aplasma™ y “"Métodos de absorcion atdbmica””.

La toxicidad de los metales y metaloides (MM) en jales no depende de su concentracion total
sino de la concentracion de la fraccion extraible bajo condiciones ambientales. La fraccion

extraible es la que puede representar un riesgo ambiental, ya que es movil en el ambiente.
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También se considera a esta fraccion extraible como una medida indirecta de la fraccion
biodisponible, ya que reacciona facilmente dentro de los organismos vivos.
Aplicaciones y limitaciones.

e Este método permite obtener répidamente un extracto acuoso para estimar la
disponibilidad de MM presentes en los jales, bajo condiciones de laboratorio
especificadas en esta Norma. No pretende simular el tipo de lixiviado que se produce
bajo condiciones especificas de campo.

e Este método busca simular las condiciones de extraccion, cuando la composicion de
los minerales de los jales, es el factor que determina el pH del extracto.

e Laextraccidn acuosa sefialada en este método refleja la capacidad amortiguadora de
los jales, ya que el pH final del extracto acuoso es el resultado de la interaccion del
extractante con los minerales de los jales que producen reacciones &cidas o bésicas.

e El extracto obtenido es adecuado para cuantificar los MM; sin embargo, dado que
generalmente las concentraciones solubles de estos elementos son bajas, es de
especial importancia tomar precauciones durante el almacenaje y manejo de las
muestras para evitar su contaminacion.

e El extracto no es adecuado para medir los contaminantes organicos 0 compuestos

volatiles de naturaleza inorganica.

Si al aplicar la prueba anterior la concentracion en el extracto de uno o varios de los elementos
listados en la tabla 3.3 referente a los constituyentes toxicos en el extracto PECT y obtenida
de la NOM-052-SEMARNAT-2005 es superior a los limites permisibles sefialados en la

misma, los jales son peligrosos por su toxicidad.

Prueba de evaluacion del potencial de generacion de acido prueba estatica.

Esta prueba tiene el propoésito de caracterizar la peligrosidad de los jales por su reactividad.
Consiste en definir el balance entre los minerales potencialmente generadores de &cido y
aqueéllos potencialmente consumidores, para determinar la capacidad neutralizante neta de
los constituyentes del jal, bajo la base de la ““Prueba de Balance Acido-Base para jales que

contienen sulfuros de metales™”.
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La peligrosidad de los jales debida a su reactividad esta determinada por la oxidacion de los
sulfuros, que ocurre cuando los jales que contienen sulfuros metalicos son expuestos al aire
y agua. El producto de la oxidacion de los sulfuros metalicos es &cido sulfirico, que si no es
neutralizado por minerales con una reaccion basica, produce drenaje acido (DA) que contiene
disueltos metales y metaloides potencialmente toxicos.

La capacidad de los jales para generar DA depende del balance entre los minerales
productores potenciales de acido (sulfuros) y los minerales consumidores potenciales de

acido (carbonatos, hidroxidos y aluminosilicatos).

3.9 NOM-147-SEMARNAT-2004. que establece los criterios para
determinar las concentraciones de remediacion de suelos contaminados
por arsenico, bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente, mercurio, niquel,
plata, plomo, selenio, talio y/o vanadio

El desarrollo de actividades econémicas de manera no sustentable, ha contribuido a la
emisién de compuestos potencialmente toxicos que, bajo ciertas condiciones y
concentraciones, pueden tener efectos nocivos a la salud de la poblacién y afectaciones al

equilibrio ecoldgico y el ambiente.

Las formas de produccion utilizadas en el pasado y la escasez de especificaciones
ambientales en materia de suelos han generado la aparicion de sitios contaminados, los que
se han constituido en pasivos ambientales y causado la incertidumbre de los particulares en
cuanto a las acciones que se deben llevar a cabo para remediar un sitio. En el afio 1988, la
Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PROFEPA) establecié unos criterios
interinos para llenar este vacio de la normatividad ambiental, sin embargo, estos criterios

interinos no tienen la formalidad juridica para hacerlos realmente aplicables.

En virtud de que los elementos regulados pueden estar presentes en el suelo de manera natural
y en ocasiones en concentraciones tales que pueden representar un riesgo para la salud de la
poblacion humana o de los ecosistemas, es importante establecer criterios para determinar la

contaminacion antropogenica en suelos y en su caso las concentraciones de remediacion. En
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el ambito internacional estos criterios toman como base las evaluaciones de riesgo a la salud

0 ambiental.

En virtud del tipo y dimensiones de las areas afectadas, y con la finalidad de atender
situaciones especificas, la Norma se estructuré considerando dos escenarios: a) Extension
afectada menor o igual a 1000 m?, b) Extension afectada mayor a 1000 m?2 El primer
escenario aplica generalmente para accidentes, emergencias o0 eventos de contaminacion que
deben resolverse inmediatamente y que, de acuerdo con la experiencia registrada por las

empresas, en la mayoria de los casos el area contaminada es menor a los 1000 m?.

En el segundo escenario, que aplica generalmente a eventos contaminantes que se presentan
de manera deliberada o fortuita, continua o stbita, en extensiones mayores a los 1000 m?, es
necesario conocer como se presento el derrame, descarga, filtracion, depdsito o transferencia
del contaminante al suelo y de éste a algin receptor. Para ello se debe desarrollar un modelo
conceptual que permita identificar la presencia de poblacion humana potencialmente
expuesta, las fuentes de contaminacidon, los mecanismos de liberacion y de transporte de los

contaminantes, las rutas y vias de exposicion, asi como establecer el area de estudio.

Con base al modelo conceptual se debe determinar la existencia, origen, naturaleza y
extension de la contaminacidn por uno o mas de los siguientes elementos: arsénico, mercurio,
plomo, bario, berilio, cromo hexavalente, asi como los receptores potenciales de la
contaminacion, el modelo conceptual debe determinar lo siguiente: la fuente de
contaminacion del suelo, los mecanismos de liberacion de los contaminantes, los
mecanismos de transporte, las rutas de exposicion, las vias de exposicion. El proceso
concluye en el momento en que se determina la concentracion objetivo, o cuando de
conformidad con lo que se establece en la NOM-147-SEMARNAT-2004, no sea necesario

llevar a cabo la remediacion.

Un suelo puede representar un riesgo para la salud de las personas, cuando al menos una de
las concentraciones de los elementos regulados se encuentre por arriba de las concentraciones
de referencia totales establecidas en la Tabla 3.1 Cuando las concentraciones iniciales sean
menores o iguales a las concentraciones de referencia, se considerara que el suelo no requiere

remediacion.
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Tabla 3.1 Concentraciones de referencia totales (CRT) por tipo de uso de suelo.

Contaminante. Uso Uso industrial.
agricola/residencial/comercial. (mag/kg)
(mg/kg)
Arsénico. 22 250
Bario. 5400 67000
Berilio. 150 1900
Cadmio. 37 450
Plata. 390 5100
Plomo. 400 800
Selenio. 390 5100
Talio. 52 67
Vanadio. 78 1000
NOTA:

a. En el caso de que se presenten diversos usos del suelo en un sitio, debe considerarse el uso que predomine.
b. Cuando en los programas de ordenamiento ecoldgico y de desarrollo urbano no estén establecidos los usos del

suelo, se usard el valor residencial.

Para determinar la concentracion objetivo con poblacion humana potencialmente expuesta el
responsable debe efectuar un muestreo exploratorio conforme se establece en la NMX-AA-
132-SCFI1-2006 Muestreo de Suelos para la Identificacion y la Cuantificacién de Metales y
Metaloides y Manejo de la Muestra. Cuando las concentraciones iniciales totales son mayores
a las concentraciones de referencia totales la persona fisica 0 moral responsable de la
contaminacion debe elegir la concentracion objetivo de la remediacion que se establece como
aquella concentracion total de los contaminantes que debe ser igual o inferior a las
concentraciones de referencia de la Tabla 3.1.

3.10 NOM-052-SEMARNAT-2005, que establece las caracteristicas de los
residuos peligrosos, el listado de los mismos y los limites que hacen a un
residuo peligroso por su toxicidad al ambiente

En la NOM-052-SEMARNAT-2005 se establece que los residuos peligrosos, en cualquier
estado fisico, por sus caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, inflamables, toxicas, y

bioldgica-infecciosas, y por su forma de manejo pueden representar un riesgo para el
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equilibrio ecoldgico, el ambiente y la salud de la poblacion en general, por lo que es necesario
determinar los criterios, procedimientos, caracteristicas y listados que los identifiquen. Los
avances cientificos y tecnoldgicos y la experiencia internacional sobre la caracterizacion de
los residuos peligrosos han permitido definir como constituyentes toxicos ambientales, vy
cronicos a aquellas sustancias quimicas que son capaces de producir efectos adversos a la
salud o al ambiente. El residuo es peligroso si presenta al menos una de las caracteristicas
indicadas en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Caracteristicas de los residuos peligrosos.

CARACTERISTICAS.
Corrosividad (C).
Reactividad (R).
Explosividad (E).
Toxicidad al Ambiente (T).
Inflamabilidaad (1).

Bioldgico Infecciosas (B)

En la NOM-053-SEMARNAT-2005 se enlistan los limites maximos permisibles para los
constituyentes tdxicos en el extracto PECT indicados en la tabla 3.3 que hacen peligroso a

un contaminante o a un jal minero por su toxicidad al ambiente.
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Tabla 3.3 Limites maximos permisibles para los constituyentes toxicos en el extracto PECT.

Contaminante. Limite Maximo Permisible (mg/l).

Arsénico. 5.0

Bario. 100.0
Cadmio. 1.0
Cromo Hexavalente. 5.0
Niquel. 5.0
Mercurio. 0.2
Plata. 5.0
Plomo. 5.0

Selenio. 1.0



CAPITULO 4. METODOLOGIA

En el punto 4.1 del capitulo 4 se presenta el resumen de la metodologia que incluye la prueba
por contacto con papel filtro y las pruebas con suelo artificial y muestras de jal minero
utilizadas en este trabajo de tesis y presentadas de forma esquematica en la Fig. 4.1. En el
apartado 4.2 se describe la procedencia y las condiciones de aclimatacion dentro del
Laboratorio de Ingenieria Ambiental para las lombrices de tierra utilizadas en las pruebas
ecotoxicoldgicas. En la seccion 4.3 se describe la prueba de humedad en papel filtro con la
finalidad de conocer el volumen optimo a utilizar en las pruebas de contacto con papel filtro
y se expone en la Fig. 4.2 su esquema correspondiente. En el punto 4.4 se redacta el desarrollo
para la prueba de contacto en papel filtro considerando a las concentraciones de las sales de
NaAsO:2 (g/l) y de Pb(NOz3)2 (g/l) reportadas en la literatura mientras que en la Fig. 4.3 se
describe su esquema correspondiente. La prueba de mortalidad con las lombrices de tierra en
suelo artificial con las sales mencionadas en forma individual es ilustrada en el apartado 4.5
y presentada de forma resumida en la Fig. 4.4 mientras que la misma prueba pero con las
sales en forma combinada es descrita en la seccién 4.6 y esquematizada en la Fig. 4.5
Finalmente la descripcion del ensayo ecotoxicoldgico para los jales mineros se presenta en
el punto 4.7 y se muestra de forma condensada en la Fig. 4.6.

4.1 Resumen de la metodologia

El ensayo descrito en la presente tesis se encuentra explicado en la guia 207 de la
Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) para la evaluacién

de sustancias (OCDE, 1984). Dicho ensayo incluye dos clases de pruebas toxicoldgicas:

1) Prueba por contacto con papel filtro

2) Prueba con suelo artificial y muestras de suelo contaminado o de jal minero.

La prueba por contacto en papel filtro es utilizada como preliminar para evaluar el
comportamiento de las lombrices de tierra Eisenia foetida en contacto con las sales

estudiadas.
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La prueba por contacto en papel filtro involucra la exposicion de las lombrices a las
sustancias de prueba por separado: Pb(NOs)2(ac) y NaAsO2(ac) sobre un papel filtro himedo.
En la prueba con suelo artificial se exponen las lombrices de tierra a concentraciones
conocidas de las sustancias Pb(NOz)2(ac) y NaAsOz(ac) sobre una muestra de suelo artificial
de forma individual y posteriormente en una segunda prueba con la mezcla de las sustancias
con la finalidad de evaluar su mortalidad al término del4 dias. Cuando se exponen las
lombrices de tierra a las muestras de jal minero también se evalta su mortalidad al término

de la prueba. En la figura 4.1 se presenta la metodologia general de todo el estudio.
4.2 Obtencion del material biolégico

Para llevar a cabo los diferentes tipos de bioensayos se utilizaron lombrices adultas del
género Eisenia foetida de al menos 2 meses de edad (con citelo). Las lombrices se obtuvieron
del criadero de un productor de lombricomposta en Tlahuac, Ciudad de Meéxico, se les
traslado al laboratorio con suficiente sustrato organico proveniente del mismo sitio de cultivo,
para su posterior adaptacion.

Enseguida se sometieron a un periodo de aclimatacion durante 4 meses en las instalaciones
de la Secretaria de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Ingenieria de la UNAM,
especificamente en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental, donde se colocaron en un
contenedor de plastico con orificios en su parte superior para la oxigenacion de las lombrices
y orificios también en su parte inferior con la finalidad de evitar encharcamientos de agua al
momento de humectar a las lombrices y con humus proveniente de la lombricomposta de
Tlahuac. Por otro lado, se mantuvieron a temperatura ambiente (25°C) se cubrié con tela
negra el contenedor de plastico logrando el correcto desarrollo de los organismos y su
reproduccion. Asi mismo se alimentaron cada 2 semanas con residuos organicos de lechuga,
papaya, cascaras de naranja, cascaras de chicharos y cascaras de aguacate, administrando el

mismo tipo de alimento, con una humedad que se mantuvo en 50%, el pH con valor de 7.

En la figura 4.1 se presenta la metodologia general para llevar acabo el presente trabajo de

tesis
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Fig. 4.1 Metodologia general del trabajo de tesis Ensayos Ecotoxicoldgicos empleando Jales de la Mina la Prieta, de
Hidalgo del Parral, Chihuahua.
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4.3 Prueba de humedad en papel filtro

La prueba de contacto con papel filtro es un bioensayo agudo y determina el efecto del
compuesto tdxico mediante la concentracion letal (CLso) de las sustancias a probar, éste
puede afectar a la lombriz por ingestion o por contacto, a traves de la piel o causar su muerte.
Para llevar a cabo esta prueba se realiz6 una prueba previa de humedad con papel filtro, para
lo cual se prepararon 5 cajas Petri con diferentes cantidades de agua (de 1 a 5 ml) colocando
una lombriz en cada una de ellas y se taparon con tela negra durante un periodo de 48 horas
con una intensidad de luz de 780 lux (OECD, 1984) proporcionada por una lampara
fluorescente de 39 watts presente en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental; terminado el
tiempo se observo en qué cajas de Petri las lombrices evadieron el medio o0 no se encontraron
sobre el papel filtro y se determing la cantidad de agua al adicionar en la prueba de contacto
que corresponde a la minima cantidad de agua en donde no se presentd mortalidad de la
lombriz ni evadieron el medio logrando una exposicién correcta del organismo al
contaminante. Con esta prueba se determiné el volumen de agua a utilizar en la prueba de

contacto. En la tabla 4.1 se indican los parametros a controlar para el citado experimento.

Tabla 4.1 Parémetros a controlar en prueba de humedad en papel filtro.

Parametro. Valor.
Duracion del bioensayo. 48 horas.
Temperatura. 22°C +/- 2°C.
lluminacién 780 lux.
Contenedores de prueba. Cajas de Petri de plastico.
Especie de prueba. Lombriz de tierra Eisenia foetida.
Edad del organismo al inicio de la prueba. Més de 2 meses (con presencia de citelio)
Régimen Sin alimento.
Respuesta a medir. Evasion de la especie de prueba sobre el medio
expuesto.
Vol. de agua utilizado. 1 a5 ml de agua destilada.
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4.4 Prueba de contacto en papel filtro

Se utilizaron cajas Petri donde se coloco el papel filtro impregnado con el agente toxico
cubriendo completamente la superficie interna de cada caja. El papel se impregn6 con 1 mi
de la solucion de la sal del metal a evaluar Pb(NOs3)2(ac) o0 NaAsOz(ac) y las concentraciones
correspondientes para dejar secar a temperatura ambiente. Después de secado el papel filtro,
se adiciond a cada una de las cajas 1 ml de agua destilada. Se realiz6 un blanco el cual
consistio de papel filtro humedecido con 1 ml de agua destilada. Las soluciones y
concentraciones utilizadas en los bioensayos se encuentran en la tabla 4.2 y se basaron en las
concentraciones reportadas por Neuhauser, (2000), para el caso de la sal de plomo en pruebas
agudas sobre papel filtro con una duracion de 48 horas. Para el caso de la sal de arsénico, se
procedio a tomar como referencia las concentraciones publicadas por Pallavi, (2013) en
pruebas agudas sobre papel filtro con una duracion de 24 horas y en conjunto con bioensayos

realizados en el laboratorio se determinaron las concentraciones reportadas en la tabla 4.3.

Es importante mencionar que experimentalmente se verifico que a la mayor concentracion
de las sales a evaluar se presentd la mortalidad total de las lombrices de tierra y a la menor
concentracion su no mortalidad, lo anterior es un requisito para realizar los ensayos

ecotoxicologicos (Diaz,2004).

Tabla 4.2 Concentraciones de la sal Pb(NOs). (g/l) para la prueba de contacto con papel filtro.

Numero de Concentracion de Pb(NO3);

prueba. (o/l)
1 3
2 2
3 1
4 0.5
5 0.25
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Tabla 4.3 Concentraciones de la sal de NaAsO; (g/l) para la prueba de contacto con papel filtro.

NUmero de Concentracion de NaAsO;
prueba. (a/m).
1 0.6
2 0.4
3 0.3
4 0.2
5 0.1

Posteriormente se coloc6 lombriz por lombriz en cada caja Petri (las cuales estaban
perforadas por la parte superior y cubiertas con manta cielo con la finalidad de mantener la
humedad y oxigenacién de la lombriz de tierra). Las cajas Petri se colocaron en forma
horizontal y fueron iluminadas con una lampara fluorescente a una intensidad de 780 lux
a una temperatura de 22+-2°C durante un periodo de 48 horas para el caso de la sal de
Pb(NO3)2(ac) y de 24 horas para la sal de AsNaOz(ac).

Finalmente, se realizaron un total de 4 repeticiones y un blanco por cada concentracion, los
signos de toxicidad gque se desarrollaron durante la exposicidn se determinaron a las 48 horas.
Las lombrices se consideraron muertas cuando no respondieron a ningun estimulo mecanico
inmediato. Una vez realizada la prueba, la CLso del metal probado se determin6 mediante el
modelo logistico. En la tabla 4.4 se indican los parametros a controlar para el experimento

realizado.

Tabla 4.4 Parametros a controlar para la prueba de contacto en papel filtro.

Parémetro. Valor.
Duracion del bioensayo. 48 horas para la sal de Pb(NO3), (ac) y 24
horas para la sal de AsNaO: (ac).
Temperatura. 22°C +/- 2°C.
lluminacién 780 lux.
Contenedores de prueba. Cajas de Petri de plastico.
Especie de prueba. Lombriz de tierra Eisenia foetida.
Edad del organismo al inicio de la prueba. Mas de 2 meses (con presencia de citelio)
Régimen Sin alimento.
Respuesta a medir. Mortalidad de la especie de prueba.
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4.5 Prueba de mortalidad de lombrices de tierra Eisenia foetida con suelo
artificial con las sales individuales

Este bioensayo es una prueba aguda con exposicion de 14 dias, que determina el efecto del
compuesto toxico mediante la CLso donde se observa la mortalidad de los organismos para
cada concentracion de la sal estudiada a evaluar.

A continuacion, se describe la técnica: se realizo la prueba por cuadriplicado méas un blanco,
en este bioensayo se colocaron las lombrices de tierra en cajas de Petri (perforadas por la
parte superior y cubiertas con manta cielo con la finalidad de mantener la humedad vy la
oxigenacion de la lombriz de tierra) donde se aplico el suelo artificial contaminado.
Inicialmente en una caja de Petri se depositaron 50 g de suelo proveniente de los viveros de
Xochimilco, Ciudad de México,se utiliz6 como suelo artificial ya que esta compuesto de
arena (70%), roca volcanica denominada como perlita (10%) y de compost (20%), el suelo
fue homogeneizado anteriormente a traves de una malla de tamiz No. 20.

Se vertid sobre el suelo artificial una solucidn acuosa con la sal de los metales a evaluar ya
sea de Pb(NOs).(ac) o de NaAsOq(ac) a diferentes concentraciones, las cuales se
seleccionaron basandose en Zhifeng, et al (2016), diferencidndose de las utilizadas por
Pallavi (2013) y por Neuhauser (2000) y se encuentran reportadas en la tabla 4.5 y 4.6.

A continuacion, se procedi6 a agregar la cantidad de agua destilada para alcanzar el 45 % de
humedad verificada con el detector de humedad (modelo ks-d1) marca Delmhorst colocando
los electrodos en el suelo artificial previamente compactado durante 15 minutos.
El valor que recomienda la OCDE (1984) en el % de humedad es del 35 al 45 %.

Posteriormente se midié el pH con el medidor digital de pH marca Spear dando un valor de
7.2. En seguida se depositaron 6 lombrices maduras citeleadas por caja de Petri.

La prueba tuvo una duracion de 14 dias y al término de ese periodo se llevaron a cabo las
evaluaciones de mortalidad. La mortalidad se evalu6 cuando el organismo no respondié a

estimulos mecanicos suaves.
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Al término de 14 dias de exposicion se determind la CLso de los metales probados mediante
el modelo logistico. En la tabla 4.7 se indican los parametros a controlar durante el

experimento citado.

Tabla 4.5Concentraciones de la sal NaAsO- (mg/kg) para la prueba en muestra de suelo

artificial.
Ndmero de Prueba. Concentracion de
NaAsO2(mg/kg)
1 500
2 400
3 300
4 200
5 100
6 50

Tabla 4.6 Concentraciones de la sal Pb(NO3), (mg/kg) para la prueba en muestra de suelo

artificial.
Numero de Concentracion de Pb(NO3);
prueba. (mg/kg)
1 4000
2 3000
3 2000
4 1000
5 500
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Tabla 4.7 Parametros a controlar para la prueba en suelo artificial con las sales individuales.

Parametro. Valor.
Duracion del bioensayo. 14 dias.
Temperatura. 22°C +/- 2°C.
lluminacién 780 lux.
Humedad del suelo 45 %
pH del suelo 7.2
Contenedores de prueba. Cajas de Petri de pléastico.
Especie de prueba. Lombriz de tierra Eisenia foetida.
Edad del organismo al inicio de la prueba. Mas de 2 meses (con presencia de citelio)
Régimen Sin alimento.
Respuesta a medir. Mortalidad de la especie de prueba.

4.6 Prueba de mortalidad de lombrices con suelo artificial con las sales
combinadas

Nuevamente se realiz6 el mismo procedimiento que en las muestras de suelo artificial
individual sélo que al momento de colocar las sales de NaAsO2(mg/kg) en la muestra de
suelo artificial basadas en (Zhifeng, et al., 2016) se mantuvo una concentracion constante de
500 mg /kg para el Pb(NOs3). tomando en cuenta que a esta concentracion en el bioensayo
individual para la sal de plomo no se presentaron efectos en la lombriz de tierra. Dicho
procedimiento para la evaluacion de mezclas binarias se encuentra reportado en (Braz, 2011).
El intervalo de concentraciones utilizadas se enlista en la tabla 4.8.

También en una segunda prueba se colocaron las sales de Pb(NOs)2 (mg/kg) en la muestra
de suelo artificial basadas en (Zhifeng, et al., 2016) y se mantuvo una concentracion constante
de 50 mg /kg para la sal de NaAsO, tomando en cuenta que a esta concentracion en el
bioensayo individual para la sal de arsénico no se presentaron efectos en la lombriz de tierra.
Dicho procedimiento para la evaluacion de mezclas binarias se encuentra reportado en (Braz,

2011).Las concentraciones utilizadas se enlistan en la tabla 4.8.
Por otro lado, se coloc6 un control con 6 lombrices de tierra Eisenia foetida en una muestra

de suelo artificial impregnandola con la cantidad de agua destilada necesaria para obtener

una humedad al 45% (verificada con el medidor de humedad marca Delmhorst) sobre una
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caja de Petri perforada por la parte superior. Al final se midio el pH de las muestras de suelo
con el medidor digital de pH marca Spear dando un valor de 7.2.

La prueba tuvo una duracion de 14 dias y al término de ese periodo se llevaron a cabo las
evaluaciones de mortalidad. La mortalidad se evalu6 cuando el organismo no respondio a
estimulos mecanicos suaves. En latabla 4.9 se enlistan los pardmetros a controlar durante la

prueba mencionada.

Al término de 14 dias de exposicion se determind la CLso de los metales probados mediante

el modelo logistico.

Tabla 4.8 Concentraciones de las sales a utilizar de NaAsO- (mg/kg) y de Pb(NQOs). (mg/kg) para la
prueba en muestras de suelo artificial en forma combinada

Concentracion de Concentracion de Pb(NOs),
NaAsOz(mg/kg) (mg/kg) manteniendo
Numero de prueba. ~ manteniendo constante en contante en 50(mg/kg) la
500 (mg/kg) la concentracion de NaAsO..
concentracion de Pb(NO3)..
1 300 3000
2 200 2000
3 100 1000
4 50 500
5 25 250
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Tabla 4.9 Parametros a controlar para la prueba en suelo artificial con las sales de forma

combinada.
Parametro. Valor.
Duracién del bioensayo. 14 dias.
Temperatura. 22°C +/- 2°C.
lHluminacion 780 lux.
Humedad del suelo 45 %
pH del suelo 7.2
Contenedores de prueba. Cajas de Petri de pléastico.
Especie de prueba. Lombriz de tierra Eisenia foetida.
Edad del organismo al inicio de la prueba. Mas de 2 meses (con presencia de citelio)
Régimen Sin alimento.
Respuesta a medir. Mortalidad de la especie de prueba.

4.7 Prueba de mortalidad de lombrices con jal minero

Este bioensayo es una prueba aguda con exposicion de 14 dias, que determina el efecto del
compuesto toxico mediante la CLso donde se observa la mortalidad de los organismos. Las
concentraciones de As y de Pb de las muestras de jales mineros se encuentran reportadas en
la tabla 4.4 y 4.5, respectivamente. A continuacion, se describe la técnica basada en la guia
207 de la OCDE para la evaluacién de sustancias (OCDE, 1984). La técnica indica que se
realice la prueba por cuadriplicado méas un blanco consistente en una caja de Petri con una
muestra de suelo artificial con una lombriz de tierra, en este bioensayo se coloc6 una lombriz

de tierra en cada caja de Petri donde se aplico el jal minero.

En un inicio se pesaron 50 g de una muestra de jal minero y se homogenizo a través de una
malla de tamiz de No. 20. Se humedecio el jal minero con agua destilada hasta alcanzar un
valor de 45%. Para la determinacion de la humedad de dicho jal se utilizé el detector de
humedad (modelo ks-d1) marca Delmhorst colocando los electrodos de humedad sobre el jal

minero previamente compactado durante 15 minutos.
Posteriormente se midid el pH de cada punto muestreado de los jales mineros con el medidor

digital de pH marca Spear y se registraron los valores en la tabla 4.10. Se deposité 1 lombriz

de tierra Eisenia foetida madura por caja de Petri. La prueba tuvo una duracion de 14 dias y
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en ese periodo se llevaron a cabo las evaluaciones de mortalidad. La mortalidad se evaluo

cuando el organismo no respondio a un estimulo mecénico suave.

Los valores de las concentraciones del metaloide As y del metal Pb determinadas por

Gonzalez (2016) se encuentran en las tablas 4.11.

Enlatabla4.12 se indican los parametros a controlar durante la citada prueba.

Tabla 4.10 Muestras de jal minero codificadas con HP y su respectivo valor de pH.

Clave de la
muestra.
HP2
HP3
HP5
HP7
HP16
HP17

pH

7.6
7.3
7.7
7.4
7.6
7.7

Tabla 4.11 Puntos de muestreo de los jales mineros y sus respectivas concentraciones del metaloide
Asy del metal Pb (Gonzélez, 2016).

Clave de la

muestra.

HP2
HP3
HP5
HP7
HP16
HP17
BLANCO

Concentracion

en ppm

(mg/kg) de As.
624.74
202.5
501.93
499.19
545.16
659.51
25.09

Concentracion
en ppm
(mg/kg) de Pb
4525.54
3012.94
2880
4762.31
3205.23
2896.9
97.35
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Tabla 4.12 Parametros a controlar para la prueba con jal minero.

Parametro. Valor.
Duracién del bioensayo. 14 dias.
Temperatura. 22°C +/- 2°C.
lluminacién 780 lux.
Humedad del suelo. 45 %
Contenedores de prueba. Cajas de Petri de plastico.
Especie de prueba. Lombriz de tierra Eisenia foetida.
Edad del organismo al inicio de la prueba. Mas de 2 meses (con presencia de citelio)
Régimen. Sin alimento.
Respuesta a medir. Mortalidad de la especie de prueba.

La metodologia para los ensayos ecotoxicoldgicos descrita anteriormente se presenta

esquematicamente en las figuras 4.2 a 4.6.
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Figura 4.2 Metodologia para la prueba de humedad en papel filtro.
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Figura 4.3 Metodologia para la prueba ecotoxicoldgica en papel filtro.
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suelo tamizado. repeticiones.

Tamizar el suelo artificial.

Evalugr la Colocar lombrices de tierra. Agregar de forma separada soluciones de Pb(NOs ).
mortalidad. o0 de NaAsO: al suelo artificial y homogeneizarlo.

Colocar como blanco una muestra de suelo obtenida
de los viveros de Xochimilco de la Ciudad de México
sin las sales a evaluar.

Figura 4.4 Metodologia para la prueba ecotoxicoldgica en muestras de suelo artificial con la sales individuales.

Prueba de suelo
artificial con la mezcla
Pb (NOs). mg/kgy : o Colocar en cajas de Petri el Realizar 4
I:IaAs%z mg/kil t VEMLZED & ST O ETili TEEL suelo tamizado. repeticiones.
manteniendo constante
la concentracién de
alguna de las 2 sales.

Colocar lombrices de tierra Agregar de forma combinada las soluciones de
Evaluar la Eisenia foetida. Pb(NO3 )2 0 de NaAsO,al suelo artificial y
mortalidad. homogeneizarlo.

Colocar como blanco una muestra
de suelo obtenida de los viveros de
Xochimilco sin las sales a evaluar.

Figura 4.5 Metodologia para determinar la ecotoxicidad con las sales combinadas.

Prueba con
muestras de jal
minero.

Tamizar las distintas muestras de jal Colocarlas en cajas de Petri.
minero.

Evaluar la Colocar una lombriz de tierra Realizar 4
mortalidad. Eisenia foetida. repeticiones

Colocar como blanco
una muestra de suelo
artificial obtenida de los

Figura4.6Metodologia para determinar la ecotoxicidad en muestras de jales mineros. viveros de Xochimilco
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CAPITULO. 5 DISENO DE EXPERIMENTOS

En el capitulo presente se describen los términos necesarios para establecer el disefio
completamente al azar para la asignacion de las lombrices de tierra Eisenia foetida a cada
tratamiento. También se presentan los conceptos empleados para el desarrollo del modelo de
regresion logistica. En seguida se explica el disefio de experimentos para los bioensayos
realizados y mencionados a continuacion: prueba con Pb(NOs). (ac) en papel filtro, prueba
con NaAsO; (ac) en papel filtro, prueba con Pb(NOz)2 (mg/kg) en muestra de suelo artificial,
prueba con NaAsO2(mg/kg) en muestra de suelo artificial, prueba con la mezcla de Pb(NO3)
(mg/kg) y NaAsO2(mg/kg) y ensayo con las muestras de jales mineros.

Finalmente se establece el uso del modelo de regresion logistica para el calculo de la CLso
para las sales estudiadas. Y se comprueba si existe dependencia entre mortalidad de las
lombrices de tierra con las concentraciones dadas del metaloide As o del metal Pb presentes
en las muestras artificiales y de jales mineros. Se presentan las pruebas de bondad de ajuste

utilizadas para comprobar la bondad del ajuste.

5.1Datos Categoricos

Una variable categorica esta basada en una escala de categorias, por ejemplo para el caso de
clasificacion de gravedad en una lesion la clasificacion seria: ninguna, media, moderada o
severa. Otro ejemplo consiste en la etapa de una enfermedad que puede ser clasificada como

inicial o avanzada (Agresti, 2007).

5.2Variables de respuesta y variables explicativas

La variable de respuesta se le conoce como dependiente, generalmente se le denota como Y.
Mientras que a la variable explicativa se le denomina como independiente, y se le denota

como X.

5.3Distribucion de probabilidad binomial para datos categdricos

El andlisis estadistico inferencial requiere utilizar una distribucion de probabilidad para la
variable de respuesta. Para el caso de los datos categoricos se utiliza a la distribucion
binomial. Este tipo de datos resultan de un nimero m de ensayos independientes e idénticos

con 2 posibles resultados ya sea de éxito o fracaso. Ensayos idénticos significa que la
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probabilidad de éxito es la misma para cada ensayo. Ensayo independiente se refiere a que el
resultado de un ensayo no afecta al resultado de otro. Cada ensayo tiene una distribucién de
Bernoulli. Se le asigna el simbolo & a la probabilidad de éxito de un ensayo dado. La letra Y
representa el nimero de éxitos dentro de los m ensayos. Bajo la suposicion de m ensayos
independientes e idénticos, Y tiene una distribucidn binomial con pardmetros my . En la

ecuacion 5.1 se escribe la distribucion binomial (Agresti, 2007).

Y ~ bin (m, ) si:

m!
yi(m-y)!

P(Y=y) = ¥ (1—-m)™Y, y=0,1,2,....,m...Ecuacion 5.1

5.4 Modelos Lineales Generalizados

Los modelos lineales generalizados cuyo acronimo es GLM se aplican para los datos
categdricos y un caso especial de ellos es el modelo de regresion logistica que es desarrollado
en el punto 5.9.

5.5 Componentes de un Modelo Lineal Generalizado

Un modelo lineal generalizado tiene 3 componentes: el componente aleatorio que es
identificado como la variable de respuesta Y con su respectiva distribucion de probabilidad,
un componente sistematico que establece las variables explicativas para el modelo y
finalmente una funcion de enlace que especifica el valor esperado para Y. A continuacién son

descritos cada uno de estos componentes con mas detalle (Agresti, 2007).

Componente Aleatorio: el componente aleatorio de un GLM identifica la variable de
respuesta Y y selecciona una distribucion de probabilidad para ella. También manifiesta las
observaciones de Y como: Yy,..., Yo . En muchas aplicaciones las observaciones de Y son de
caracter binario ya sea un éxito o un fracaso. En general cada Yi puede ser el nimero de éxitos
en un cierto numero fijado de ensayos. En nuestro caso, se asume una distribucion binomial

paray.

Componente Sistematico: el componente sistematico de GLM especifica las variables

explicativas que son las x; en la ecuacion 5.2. Dichas variables son conocidas como
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predictores en el GLM. La combinacion lineal de las variables explicativas es denominado

predictor lineal.

o + BiX1 +...+ BXk ... Ecuacion 5.2

Funcion de enlace: indica el valor esperado para la variable de respuesta Y, es una funcion
que relaciona los componentes aleatorios con los componentes sistematicos. La funcion de
enlace mas sencilla es g (1) = p que se enuncia en la ecuacion 5.3. Dicha ecuacion es la

forma de un modelo regresion ordinario para respuestas continuas.

pw =a+ PiXs +... + PrXk ... Ecuacion 5.3

Otro tipo de funcién enlace corresponde a g (1) = log (1) que modela el logaritmo de la
media. Un GLM que utiliza el log de una funcion de enlace es conocido como un modelo log
lineal y tiene la forma de la ecuacion 5.4.

log (W) = o+ PuX1 +... + PrXk ... Ecuacion 5.4

5.6 GLM para datos binarios

Muchas variables de respuestas se componen de so6lo 2 categorias, la variable de respuesta Y
denota dos posibles resultados codificados como 1 para un éxito y 0 para un fracaso. La
distribucion de Y asigna probabilidades P(Y=1) = x en caso de éxito y de P(Y=0) = (1-n) para
un fracaso. Para m observaciones independientes, el nimero de éxitos tiene una distribucion
binomial presentada en la ecuacion 5.1 y especificada por los parametros m y . (Agresti,
2007).
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5.7 Modelo de probabilidad lineal

Para una respuesta binaria un modelo de probabilidad lineal se representa con la ecuacion
5.3, tiene ese nombre porque la probabilidad de éxito cambia linealmente con x, el parametro
B representa el cambio en la probabilidad por unidad de cambio en x. Este GLM tiene una

componente binomial aleatoria.

5.8 Modelo de regresion logistica

Sea m(x) la probabilidad de éxito que depende del valor de la variable x.

La relacion entre 7(x) y x es usualmente no lineal, un cambio en x puede tener menos impacto
cuando 7 tiene un valor cercano a 0 0 a 1 que cuando esta a la mitad de ese rango.

La n(x) incrementa continuamente o decrece continuamente conforme X aumenta su valor,
como se indica en las Figuras 5.1 y 5.2 respectivamente. La funcion matematica que describe

esta curva es la descrita en la ecuacion 5.5.

7 (x) = —R@HY)_ _ pa+fx | 14 g@+BX | Ecuaci6n 5.5
1+exp(a+Bx)

X

Figura. 5.1 funcion de regresion logistica creciente.

61



1. BE=0

TX)

Figura 5.2 funcion de regresion logistica decreciente.

La ecuacion 5.5 recibe el nombre de funcidn de regresion logistica, el modelo de regresion

logistica corresponde al indicado en la ecuacion 5.6.

logit [r(x)] = log [%]z o+ Px ... Ecuacioén 5.6

El modelo de regresién logistica es un caso especial de GLM. EI componente aleatorio para

el éxito o fracaso de la variable de respuesta tiene una distribucion binomial. La funcién

1:(;20] para m simbolizado por logit(n) y el componente

sistematico se encuentra representado en la ecuacion 5.6 por los predictores lineales oy f.

enlace es la funcion logit: log[

Los modelos de regresion logistica son frecuentemente llamados modelos logit
(Agresti, 2007).

En la ecuacion 5.6 x representa a la variable explicativa que es cuantitativa para una variable
de respuesta binaria Y, (x) representa la probabilidad de éxito para el valor x indicada en la
ecuacion 5.8, esta probabilidad es el parametro para la distribucion binomial.
El pardmetro B determina el grado de incremento o decremento de la curva. Cuando 3 > 0,
7(x) incrementa conforme incrementa X como se indica en la figura 5.1, cuando B < 0, ©(x)
disminuye conforme x aumenta, cuando § = 0, la ecuacién 5.6 se simplifica a una constante.
La magnitud del predictor § determina qué tan rapido la curva del modelo logistico crece o

decrece. La pendiente méas pronunciada para el modelo de regresion logistica ocurre
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cuando n(x) = 0.5, y esto sucede cuando: x = -o/ By se le denomina nivel efectivo medio,
siendo denotado como ELso . El valor anterior indica el nivel en que la variable de respuesta
presenta el 50 % de éxito.

5.9 Interpretacion de la relacion de momio

Una importante interpretacion del modelo de regresion logistica usa las probabilidades de
éxito y de fracaso para la variable de respuesta, la relacion de ellas es conocida como momio
presentada en la ecuacion 5.7 donde se presenta un efecto multiplicativo de ef sobre el
momio cada vez que se incrementa en 1 unidad el valor de x. Si el valor de =0 por lo tanto

ef =1 implica que el momio es independiente del valor de x.

) L ar B g
1-7(x) exp(a + Bx) =e%(e” )* ...Ecuacion 5.7

m (x) =1/ 1+ exp(-{Po + P1x}) ... Ecuacion 5.8

5.10 Estadistico de Hosmer-Lemeshow

El estadistico de Hosmer-Lemeshow representa una medida de la bondad de ajuste del
modelo de regresion logistico aplicada a datos binarios desagrupados. Para calcular dicho
estadistico primeramente se ordenan las observaciones binarias en forma ascendente acorde
a los valores de sus respectivas probabilidades estimadas por el modelo logistico. Después
con las observaciones binarias ordenadas se forman 3 0 més grupos de tamafio similar, los
percentiles de las probabilidades estimadas pueden ser usadas para definir los grupos.
Posteriormente son sumados los valores de la variable de respuesta para cada grupo formado,
asi como también las probabilidades estimadas. La suma de las observaciones binarias dentro
de un grupo es el numero de éxitos en ese grupo, mientras que la suma de las probabilidades
estimadas es el nimero de éxitos estimados por el modelo logistico. Los valores anteriores
son comparados entre los distintos grupos formados utilizando un estadistico y?.

Suponga que hay m; observaciones en el grupo i de g grupos, donde el nimero de éxitos

observados es 0; Yy el correspondiente numero de éxitos estimado es ei . Y si también
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definimos mi como la probabilidad estimada de éxito promedio dentro del grupo i,

tenemos que i = €;/m;. Denotando al estadistico de Hosmer-Lemeshow como:
XL :Z‘igzl( 0i- mi i) / mi 7i (1- mi)... Ecuacion 5.9

Utilizando estudios de simulacion estadistica se demuestra que la ecuacion 5.9 sigue una
distribucién y?> con (g-2) grados de libertad cuando el modelo ajustado a los datos
experimentales es adecuado. Consiguiendo de esta forma tener una prueba formal de bondad
de ajuste para datos binarios desagrupados (Collet, 2003).

Sin embargo el valor numérico del estadistico de Hosmer-Lemeshow es dependiente del
numero de grupos formados y del nimero de observaciones dentro de cada grupo, por lo que
el valor de P-value en la prueba de significancia no deberia ser interpretado rigidamente, mas
bien debe ser tomado como una guia para verificar la adecuacion del modelo.

Hosmer y Lemeshow (2000) proponen crear 10 grupos, en cuyo caso el estadistico asociado
sigue asintoticamente una distribucion y? con 8 grados de libertad. Para la creacion de los
grupos hay que elegir los puntos de corte de las probabilidades estimadas. Se mencionan dos
formas de elegir los puntos de corte. La primera consiste en dividir las probabilidades
estimadas en intervalos de igual amplitud. Y la segunda en dividir los datos en base a los
cuantiles de la distribucidn, con lo que se obtienen grupos mas homogéneos. Al estadistico
obtenido mediante el primer método se le denomina Hosmer-Lemeshow H y al obtenido por

el segundo Hosmer-Lemeshow C (Cafadas, 2013).
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5.11 Devianza

En el caso del modelo de regresion logistica la devianza es definida como (Sheater, 2009):
G? =231, [y; log(yi /9:) + (m; — y;) log(m; — y; / m; — ;)] ... Ecuacion 5.10

Donde:

G? = Estadistico devianza.

yi = nimero de éxitos en m; ensayos del proceso binomial i donde i= 1,...,n.
Pi=mi fi(xi)

71(xi)= probabilidad estimada por el modelo de regresién logistica para el valor X;

Los grados de libertad asociados con la devianza se encuentran dados por: g = n-(nimero de

parametros B estimados en el modelo de regresion logistica)

La devianza es utilizada como estadistico de bondad de ajuste para datos binarios agrupados
suponiendo como Ho = EIl modelo de regresion logistica se ajusta a los datos.

Bajo el supuesto de Ho y cuando m; es suficientemente grande, la devianza G2 se distribuye
aproximadamente como una y?n-p-1, donde n = ndmero de muestras binomiales, p = nimero
de predictores en el modelo. En el programa R la devianza asociada con el modelo logistico
es referido a la devianza residual mientras que la devianza nula es la calculada cuando se fija

el valor del parametro P11 =0.
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5.12Disefio de experimentos con lombriz de tierra Eisenia foetida en la
prueba de contacto con papel filtro utilizando la sal de Pb(NOs)2 (ac)

La estructura del disefio es completamente al azar al asignar de forma aleatoria el organismo
de prueba: lombriz de tierra Eisenia foetida (en edad madura comprobada por la presencia
de su citelio en su estructura corporal) a las diferentes concentraciones para la sal de
Pb(NO3)2 (ac) en muestras de papel filtro dentro de una caja de Petri y evaluar su mortalidad
al término de 14 dias. Al evento de evaluar la mortalidad de una lombriz de tierra dentro de
una caja de Petri con la sal de Pb(NOz3)2(ac) se le denomina como bioensayo 0 ensayo
Bernoulli. EI problema a estudiar consiste en verificar la mortalidad de la lombriz de tierra
al ser expuesta a diferentes concentraciones para la sal de Pb(NO3)2(ac) y en determinar el
valor de la CLso para esta sal. El modelo de disefio de experimentos se compone del factor a
evaluar que es igual a la concentracion de Pb(NOs)2(ac). Se presentan 5 niveles representados
por las 5 concentraciones diferentes de Pb(NOz)> (ac): 3 g/L, 2g/L, 1g/L, 0.5 g/L, 0.25 g/L
que son los 5 tratamientos. Y 4 repeticiones por nivel estudiado. Se tiene como blanco 5ml
de agua destilada sobre un papel filtro dentro de la caja Petri en contacto con la lombriz de
tierra. La variable de respuesta (Y) es la mortalidad de una lombriz de tierra Eisenia foetida,
la unidad experimental resulta ser cada lombriz de tierra dentro de una caja de Petri expuesta
sobre un papel filtro a una determinada concentracion de la sal de Pb(NO3), (ac).
Se trabaja bajo los supuestos de que los n bioensayos son independientes entre si en idénticas
circunstancias experimentales.

Se presenta un ensayo de Bernoulli por unidad experimental con una variable de respuesta Y

dicotémica, esto es, s6lo son posibles dos resultados:

0 cuando no se presenta la mortalidad de la lombriz de tierra.
Yij= = 1 cuando se presenta la mortalidad de la lombriz de tierra.

Donde Yij = es la observacion de la j-ésima unidad experimental del i-ésimo tratamiento.

i=123...5
j=1,23.4
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La Yjj sigue una distribucion binomial representada en la ecuacion 5.10 con un m = 1 dado el
namero de ensayos de Bernoulli encontrados por unidad experimental y una probabilidad de
éxito (definida como la muerte de la lombriz de tierra) denotada como n(xi), donde Xxies la

concentracion de Pb(NQOs)2 (ac).

P(Yijl xi) ~Binomial (1, 7 (xi)) ...Ecuacién 5.10

i=1,23...5

j=1,23.4
Utilizando la funcion de probabilidad para la distribucion binomial con m =1y considerando
que = (xi) = 1/ 1+ exp(-{o+ B1xi}) (acorde al modelo de regresion logistica) establecemos la
ecuacion 5.11

P(Yi=Vijlxi)= m xi) (1- 7 (xi))™ / (yii! (1-yij)!) ... Ecuacién 5.11

1=1,23...5

j=1,23.4
La ecuacion 5.11 nos permite deducir las ecuaciones 5.12 y 5.13 que se aplican para calcular
la probabilidad de sobrevivencia de la lombriz de tierra y la probabilidad de muerte
dependientes del valor de la concentracion x; en cada unidad experimental, respectivamente.
También pone de manifiesto la relacion de Yij con la 7 (i) estimada en el modelo de regresion

logistica

P(Yij=0Ixi)=1-n(xi) =1- [1/ 1+ exp(-{a + Bxi})] ... Ecuacién 5.12
P(Yij=11xi)=m(xi) =1/ 1+ exp(-{a + Bxi})... Ecuacion 5.13

1=1,23...5

j=1,23.4
Para probar si hay efecto de la concentracion de la sal, la hipdtesis a probar es Ho: B =0 en
la ecuacion 5.14, lo que implicaria que la probabilidad de la mortalidad de la lombriz de tierra
es independiente de la concentracion de la sal de Pb(NOs3), (ac).

mij(x)

logit [mij(x)] = log [Tij(x)] = o + BXij ... Ecuacion 5.14

Donde: mij= probabilidad de encontrar muerta a la lombriz de tierra en la j-ésima unidad

experimental del i-ésimo tratamiento.
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1 - mij = probabilidad de encontrar viva a la lombriz de tierra en la j-ésima unidad
experimental del i-ésimo tratamiento.

a = predictor lineal que determina un valor constante para el modelo logistico cuando el
valor de B = 0.

B = predictor lineal que determina el grado de incremento o decremento de la curva generada
por el modelo logistico.

Xij = concentracion de la sal de Pb(NO3)2 (ac) en la j-ésima unidad experimental del i-ésimo

tratamiento.

Para calcular la CLso se utilizan los parametros lineales estimados del modelo de regresion
logistico ajustado y la ecuacion 5.13.
CLso =- o/ B... Ecuacién 5.15

Se utiliza la prueba de Hosmer-Lemeshow para la bondad de ajuste del modelo de regresion
logistica a los datos experimentales.

El mismo disefio de experimentos es aplicado con el factor la sal de NaAsO: (ac) con 5

niveles representados por: 0.6 g/l, 0.4g/1, 0.3g/l, 0.2 g/I, 0.1 g/l

De igual manera es utilizado un disefio de experimentos idéntico con el factor la muestra de
jal minero con 6 niveles representados por: HP2 , HP3, HP5, HP7, HP16 y HP17 . Y la unidad
experimental es una lombriz de tierra Eisenia foetida dentro de una caja de Petri en presencia

de una muestra de jal.
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5.13 Diseno de experimentos con lombriz de tierra Eisenia foetida en la
muestra de suelo artificial con la sal de Pb(NO3)2(mg/kg)

La estructura del disefio es completamente al azar al asignar de forma aleatoria por cada
muestra de suelo artificial contenida en una caja de Petri seis organismos de prueba:
lombrices de tierra Eisenia foetida (en edad madura comprobada por la presencia de su
citelio en su estructura corporal). Al evento de evaluar la mortalidad de cada lombriz Eisenia
foetida dentro del grupo de las seis presentes por caja de Petri al término de 14 dias se le
denomina como bioensayo o ensayo Bernoulli.

El problema a estudiar consiste en verificar la mortalidad de las lombrices de tierra al ser
expuestas a diferentes concentraciones para la sal de Pb(NOz)> mg/kg y en determinar el
valor de la CLso para esta sal. El modelo de disefio de experimentos se compone del factor a
evaluar que es igual a la concentracion de Pb(NO3)2 mg/kg en la muestra de suelo artificial.
Se presentan 5 niveles representados por las 5 concentraciones diferentes de Pb(NO3)2 en mg
de esta sal por kg de suelo artificial y son las siguientes: 4000mg/kg , 3000 mg/kg, 2000
mg/kg, 1000 mg/kg y 500 mg/kg que son los 5 tratamientos. Y 4 repeticiones por nivel
estudiado. Se tiene como blanco 50 g de suelo artificial sin la presencia de la sal de Pb(NO3)2
dentro de la caja Petri en contacto con las lombrices de tierra. La variable de respuesta (Y) es
el nimero de éxitos (lombrices de tierra muertas) presentes en los 6 ensayos Bernoulli
(cuando los datos se encuentran agrupados el ajuste del modelo se conoce como regresion
logistica binomial (Cafadas, 2013)), la unidad experimental resulta ser el grupo de seis
lombrices de tierra dentro de una caja de Petri expuestas a una determinada concentracion de
la sal de Pb(NOz3)> mg/kg en la muestra de suelo artificial. Se trabaja bajo los supuestos de
que los 6 bioensayos son idénticos e independientes entre si.

La variable de respuesta Yij = {0, 1,2,...6} registrara uno de siete posibles valores para cada
observacién realizada y representa al nimero de lombrices de tierra muertas.

Yij = es la observacion de la j-esima unidad experimental del i-esimo tratamiento.

La Y;j sigue una distribucion binomial representada en la ecuacion 5.16 con un m = 6 dado
el numero de ensayos de Bernoulli encontrados por unidad experimental y n(xi) es definida
como la probabilidad de mortalidad para una lombriz de tierra, donde xi es la concentracion
de Pb(NOs)2 (mg/kg).
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P(Yijl Xi) ~Binomial (6, w (xi)) ...Ecuacion 5.16
i=1,2,...5.
j=1.2,...4.

Utilizando la funcion de probabilidad para la distribucion binomial con m =6 y considerando
que = (xi) = 1/ 1+ exp(-{o+ B1xi}) (acorde al modelo de regresion logistica) establecemos la
ecuacion 5.17
P(Yij=vyijlxi)= mxi)(1- 7 (xi))*¥V 6!/ (yij! (6-yij)!) ... Ecuacién 5.17
i=1,2,...5.
i=1.2,...4.

La ecuacion 5.17 nos permite calcular las probabilidades estimadas por el modelo de
regresion logistica para y;; = {0,1,2,...6} en cada unidad experimental.

i=1,2,...5.

i=1.2,...4.
Para probar si hay efecto de la concentracién de la sal, la hipdtesis a probar es Ho: B =0 en
la ecuacién 5.18, lo que implicaria que la probabilidad de mortalidad para una lombriz de
tierra es independiente de la concentracion de la sal de Pb(NOz)2 (mg/kg).

mij(x)
1-mij(x)

i=1,2,...5.
i=12,...4.

Donde: mij= probabilidad de mortalidad para una lombriz de tierra en la j-ésima unidad

logit [mij(x)] = log [ ] =a+ PXijj ... Ecuacion 5.18

experimental del i-ésimo tratamiento.

1 - m;; = probabilidad de sobrevivencia para una lombriz de tierra en la j-ésima unidad
experimental del i-ésimo tratamiento.

a = predictor lineal que determina un valor constante para el modelo logistico cuando el
valor de B = 0.

B = predictor lineal que determina el grado de incremento o decremento de la curva generada

por el modelo logistico.
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Xij = concentracion de la sal de Pb(NOz)> (mg/kg) en la j-ésima unidad experimental del i-

ésimo tratamiento.

Si se quiere determinar el valor de la probabilidad para algun valor de los indicados
por yij = {0,1,2,...6} se utiliza la ecuacion 5.17 con el valor de =i ; estimado con el modelo

de regresion logistica.

Para calcular la CLsp se utilizan los pardmetros lineales estimados del modelo de regresion
logistico ajustado y la ecuacion 5.13.
CLso =- o/ B... Ecuaciéon 5.15

Se utiliza la prueba de la devianza para la bondad de ajuste del modelo de regresion logistica

a los datos experimentales.

El mismo disefio de experimentos se aplica para la sal de NaAsO2 mg/kg teniendo como
factor a su concentracién con 5 niveles: 500 mg/kg, 400 mg/kg, 300 mg/kg, 200 mg/kg y 50
mg/Kkg.

También para la mezcla combinada de Pb(NO3)2 mg/kg con una concentracién constante de
50 mg/kg para la sal de NaAsO- . Se tiene como factor la concentracion de Pb(NOz)2 mg/kg
con 5 niveles: 3000mg/kg , 2000 mg/kg, 1000 mg/kg, 500 mg/kg y 250 mg/kg

De la misma forma para el caso de la mezcla combinada de NaAsO. mg/kg con una
concentracion constante de 500 mg/kg para la sal de Pb(NOgz). . Se tiene como factor la
concentracion de NaAsO2 mg/kg con 5 niveles: 300 mg/kg, 200 mg/kg, 100 mg/kg, 50 mg/kg
y 25 mg/kg.
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CAPITULO 6.RESULTADOS Y SU EVALUACION

En la primera seccion del capitulo 6 se muestran los resultados para la prueba de humedad.
Posteriormente en el punto 6.2 se muestran evidencias fotograficas para el comportamiento
de la lombriz de tierra Eisenia foetida al ser expuestas a la sal de NaAsO: (ac), que son
descritas en la tabla 6.1 En seguida se presenta en el punto 6.21 la aplicacion del modelo de
regresion logistica para comprobar la dependencia de la mortalidad de la lombriz de tierra
con la concentracion de dicha sal. También se muestra el empleo del citado modelo para
evaluar el valor de la CLso en este bioensayo. Se calcula un intervalo de confianza para el
CLso basado en la ecuacion propuesta por Muhammad (2009). Y finalmente se compara este
valor con los reportados en la literatura exceptuando para las muestras con las sales
combinadas de NaAsO2 con Pb(NOs)2. Lo anterior es desarrollado para todas las pruebas

experimentales del presente trabajo de tesis.

6.1Resultados de las pruebas presuntivas de humedad con la lombriz de
tierra Eisenia foetida

En el esquema siguiente se describe la prueba presuntiva de humedad, indicando la forma de
proceder, ademas, se muestran evidencias fotograficas en las figuras 6.1 a 6.5 del
comportamiento de las lombrices al estar en contacto con distintos volimenes de agua y los

resultados son descritos en la tabla 6.1.
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Resultados.

Terminado el tiempo correspondiente se observd que en las cajas
donde se colocaron 1,2 y 3 ml de agua las lombrices de tierra
Eisenia foetida se secaron. La lombriz en 4 ml no evadi6 el medio ni
presento mortalidad, lo mismo ocurrié con el volumen de 5 ml.

Figura 6. 2Muestra de 1 ml de agua Figura 6. IMuestra de 2 ml de agua  Figura 6. 3Muestra de 3 ml de agua
destilada y una lombriz de tierra destilada y una lombriz de tierra destilada y una lombriz de tierra seca.
seca. seca.

Figura 6. 5Muestra de 4 ml de agua Figura 6. 4Muestra de 5 ml de agua

destilada y una lombriz de tierra destilada y una lombriz de tierra

himeda viva sin evadir el medio filtro. himeda viva sin evadir el medio.

Figuras de la 6.1 a la 6.5 con muestras de agua destilada en presencia de la lombriz de tierra Eisenia foetida.
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Tabla 6.1 Resultados de las pruebas presuntivas de humedad con la lombriz de tierra Eisenia

Volumenes de agua para las pruebas
presuntivas de humedad.

Muestra de 1 ml

Muestra de 2 ml

Muestra de 3 ml

Muestra de 4 ml

Muestra de 5 ml

foetida.

Resultados.

La lombriz de tierra se encuentra muerta al no
responder a estimulos mecanicos suaves.
Presenta necrosamiento del sistema
integumentario (piel), rigidez, contraccion y
sequedad en su estructura corporal.

La lombriz de tierra se encuentra muerta al no
responder a estimulos mecénicos suaves.
Presenta necrosamiento del sistema
integumentario (piel), enroscamiento, rigidez y
sequedad en su estructura corporal.

La lombriz de tierra se encuentra muerta al no
responder a estimulos mecénicos suaves.
Presenta necrosamiento del sistema
integumentario (piel), rigidez, contraccién y
sequedad en su estructura corporal.

La lombriz de tierra se encuentra viva al
responder a estimulos mecéanicos suaves.
Presenta una coloracion rojiza y una estructura
corporal blanda y himeda.

La lombriz de tierra se encuentra viva al
responder a estimulos mecanicos suaves.
Presenta una coloracion rojiza y una estructura
corporal blanda y himeda.

6.2Resultados de la prueba de contacto en papel filtro con lombriz de
tierra Eisenia foetida aplicando NaAsO: (ac)

En las figuras 6.6 a 6.11 se presenta el distinto comportamiento de las lombrices de tierra al

ser expuestas a diferentes concentraciones en estado acuoso de la sal de NaAsO: (ac). Se

observa que, en las concentraciones mas altas correspondientes a 0.6, 0.4 y 0.3 g/l, se presenta

la mortalidad y desangramiento de los organismos estudiados, mientras que en las de 0.2, y

0.1 g/l no se muestra desangramiento ni mortalidad. En el blanco se observa la no mortalidad

de la lombriz de tierra. En la tabla 6.2 se enlistan los resultados para las pruebas mencionadas.
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Figura 6. 7 5 ml de NaAsO2 (ac) a Figura 6.7 5 ml de NaAsO: (ac)
0.6 g/l. La lombriz se encuentra a 04 g/l. La lombriz se

desangrada, enroscada y muerta. encuentra muerta y
desangrada.

Figura 6.8 5mlde NaAsO:2 (ac)
a 03 g/l. La lombriz se
encuentra muerta enroscada y
desangrada.

Figura 6. 10 5 ml de NaAsO:2 (ac) a Figura 6. 9 5 ml de NaAsO Figura 6. 11 5 ml de agua
0.2 g/l. La lombriz se encuentra (ac) a 0.1 g/l. La lombriz se destilada sobre el papel filtro.
enroscada y viva. encuentra viva. La lombriz se encuentra viva.

Figura de la 6.6 a la 6.11 con 5 ml de NaAsO: (ac) con diferentes concentraciones y en presencia de la lombriz de tierra
Eisenia foetida.
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Tabla 6.2 Resultados de la prueba de contacto en papel filtro con lombriz de tierra Eisenia foetida
aplicando NaAsO; (ac).

Distintas concentraciones de NaAsO: (ac) en
o/l de las pruebas de contacto.

0.6

0.4

0.3

0.2

0.1

Blanco de agua destilada.

Cambios observados en las pruebas de
contacto en papel filtro.

La lombriz de tierra se encuentra muerta al no
responder a estimulos mecénicos suaves.
Presenta necrosamiento, ulceracion del
sistema integumentario (piel), enroscamiento e
hinchazon en su estructura corporal.

La lombriz de tierra se encuentra muerta al no
responder a estimulos mecéanicos suaves.
Presenta necrosamiento, ulceracion del
sistema integumentario (piel), enroscamiento e
hinchazdn en su estructura corporal.

La lombriz de tierra se encuentra muerta al no
responder a estimulos mecénicos suaves.
Presenta necrosamiento, ulceracion del sistema
integumentario (piel), enroscamiento, rigidez e
hinchazon en su estructura corporal.

La lombriz de tierra se encuentra viva al
responder a estimulos mecanicos suaves.
Presenta una coloraciéon rojiza, un ligero
enroscamiento y una estructura corporal blanda
y humeda.

La lombriz de tierra se encuentra viva al
responder a estimulos mecénicos suaves.
Presenta una coloracion rojiza y una estructura
corporal blanda y humeda.

La lombriz de tierra se encuentra viva al
responder a estimulos mecénicos suaves.
Presenta una coloracion rojiza y una estructura
corporal blanda y humeda.
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6.2.1Aplicacion del modelo logistico para la comprobacion de la prueba de hipdtesis y

el calculo de la CLso

Al ingresar la sintaxis para el disefio 1 en el programa estadistico R Version 2.14.0- 2011
mostrada en el anexo 1 para la aplicacion del modelo logistico a las concentraciones de la sal
de NaAsO: (ac) en conjunto con los valores de la variable de respuesta (mortalidad de la
lombriz de tierra) se genera la tabla 6.3 donde en la primer columna se indica el valor de los
predictores lineales estimados o y B y en la segunda columna se presenta el valor de p-value
asociado a cada coeficiente mencionado para probar que el predictor correspondiente es igual

a Cero.

Tabla 6.3 Valores obtenidos al aplicar el modelo logistico a la sal de NaAsO; (ac).

Predictores. Coeficientes p-value
estimados

a -6.871 0.0382

27.484 0.0321

El modelo de regresion logistica para la sal de NaAsO2 (ac) se expresaria de la siguiente

forma:

log[mij(X)/1-mij(X)] =a+ Pxij= -6.871+ 27.484Xij............... Ecuacion 6.1
i=1,2,...5.
j=1,2,.4.
Utilizando la prueba de hipotesis propuesta en el capitulo 5 y vuelta a enunciar de nueva

cuenta en la ecuacion 6.2.

Ho:B=0.............. Ecuacion 6.2

Se observa en la tabla 6.3 un valor para 3 distinto de cero, con su respectivo valor de p-value
asociado que es menor al a (nivel de significancia de 0.05). Por lo tanto se rechaza Hoy se
manifiesta la dependencia de la probabilidad de muerte de la lombriz de tierra Eisenia foetida

con la concentracion de la sal de NaAsO: (ac) en la ecuacion 6.1
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En la figura 6.12 se muestra la grafica generada por el programa R al utilizar la sintaxis
presentada en el anexo 1. En dicha gréfica los puntos en blanco representan las observaciones
de las mortalidades para cada ensayo, por ejemplo, para la concentracion de 0.2 g/l de
NaAsO: (ac) se presentan 2 puntos superpuestos en la mortalidad de 0 y también 2 puntos
superpuestos en la mortalidad de 1. La curva en negro indica el ajuste del modelo logistico
a los datos experimentales y representa a una funcién de regresion logistica creciente al ser
B > 0 lo que implica que n(x) (la probabilidad en la mortalidad de la lombriz de tierra)
aumenta al incrementar x (la concentracion de la sal de NaAsO> (ac)) acorde a la ecuacion
6.1.

08
|

00
|

Mortalidad de Eisenia foetida
04

01 02 03 04 05 08
Concentraciong/|
Figura 6.12 Gréfica de mortalidad de lombriz de tierra Eisenia foetida vs concentracion de NaAsO; (ac)

en g/l
Para calcular la CLsp se utilizan los pardmetros lineales del modelo de regresion logistico y
la ecuacion 6.3.
Clso =-0o/B=-(-6.871)/27.484.......ccccvvvnnn.... Ecuacion 6.3
Haciendo uso de la ecuacion 6.3 se calcula la CLso = 0.249 g/l

Para determinar el intervalo de confianza se utiliza la ecuacion: 6.4 (Muhammad, 2009).

Error Estandar de CLso= (Log CLga-Log CLis) / (2N)%% ..., Ecuacioén 6.4
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Donde: Log CLgs= Concentracion en la que el 84 % de las lombrices de tierra presentan
mortalidad.

Log CL1s = Concentracion en la que el 16 % de las lombrices de tierra presentan
mortalidad.

N= numero de lombrices de tierra presentes en las 4 repeticiones por cada tratamiento.

Para determinar el CLgs y el CL1s Se hace uso de la ecuacion 6.1
CLgs= 0.276 g/l

CLis=0.223g/l

Y el error estandar de CLso = (L0g0.276-L0g0.223) / (8)°° = 0.032 g/I

Asi el intervalo del 95% de confianza para la CLsp = 0.249 g/l +/- 0.032 ¢/I;
(02179/1-0.281g/1) para la lombriz de tierra Eisenia foetida en un periodo de 24 horas.

El valor de CLso se considera como un indicador de la peligrosidad de la sal en medio acuoso
y resulta ser mayor al valor de 5 mg/L para As del extracto PECT (procedimiento de
extraccion de componentes tdxicos) propuesto en la NOM-053-SEMARNAT-2005. Este
valor manifiesta la alta resistencia de los organismos estudiados al compuesto toxico y se
debe de tomar con reserva pues no es extrapolable al ser humano, pero puede ser comparado
con las concentraciones del metaloide As que se pudieran generar a partir de los jales mineros
si se llegara a presentar una lluvia acida en la zona de estudio.

Este ensayo se realiza como antecedente de las pruebas con las muestras de suelo artificial
para evaluar el comportamiento y efecto de la sal evaluada sobre la lombriz de tierra.

La prueba se realiz6 bajo nuestras condiciones experimentales mencionadas en la tabla 4.4
lo que lo hace diferente a otros bioensayos ecotoxicoldgicos realizados por diferentes
investigadores y  con la finalidad de comparar los resultados de CLso obtenidos en este
bioensayo y verificar la adecuacion del procedimiento utilizado y el desempefio del
experimentador se cita a Pallavi (2013) que determino la CLso en pruebas de contacto con
papel filtro utilizando a la lombriz de tierra Eisenia foetida como organismo de prueba y
obtuvo un valor de CLsg = 0.3 g/l para un periodo de 24 horas. El bioensayo realizado en esta
tesis y el realizado por Pallavi (2013) se encuentran basados en guia 207 de la Organizacion

para la Cooperacion y el desarrollo Economico (OECD) para la evaluacion de sustancias
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(OECD,1984) . Dada la similitud en resultados se comprueba la correcta aplicacion del
procedimiento experimental para efectuar el bioensayo citado.

6.2.2 Prueba de Hosmer- Lemeshow.

Para determinar la idoneidad del modelo de regresion logistica a los datos experimentales se
utiliza la prueba de Hosmer-Lemeshow. En dicha prueba se forman 10 grupos acorde a lo
establecido por Hosmer y Lemeshow (2000). Para ello se utiliza la sintaxis 1 correspondiente
a la prueba de bondad de ajuste en el programa R arrojando un valor de p-value =1 para el
estadistico H de Hosmer y Lemeshow. Dado el valor de p-value a un a fijado de 0.05 se
confirma la idoneidad del modelo.

En este caso la Ho = el modelo de regresion logistica se ajusta a los datos observados.

6.3Resultados de la prueba de contacto en papel filtro con Pb(NOs)2 (ac)

En las figuras 6.13 a 6.18 se presenta el distinto comportamiento de la lombriz de tierra al
ser expuestas a diferentes concentraciones en estado acuoso para la sal de Pb(NOs)2(ac). Se
observa que en las concentraciones mas altas correspondientes a 3, 2 'y 1 g/l se presenta la
mortalidad y desangramiento de los organismos estudiados mientras que en las
concentraciones de 0.5, y 0.25 g/l no se muestra desangramiento ni mortalidad. Y en el
blanco no se observa la no mortalidad de la lombriz de tierra.

Figura 6. 15 5 ml de Pb(NOs)2 (ac)
a 1 g/L. La lombriz se encuentra
enroscada y muerta.

Figura 6.13 5 ml de Pb(NO3): (ac) a Figura 6. 14 5 ml de Pb(NOs3)2 (ac)
3g/L. La lombriz se encuentra seca, a 2 g/L. La lombriz se encuentra
enroscada y muerta. enroscada y muerta.
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Figura 6. 16 5 ml de Ph(NO3): (ac) a Figura 6. 17 5 ml de Pb(NOs)2 (ac) Figura 6.18 5 ml de agua
0.5 g/l. La lombriz se encuentra viva. a0.25 g/l. La lombriz se encuentra destilada sobre el papel filtro. La

viva. lombriz se encuentra viva.

Figuras de la 6.13 a la 6.18 con 5 ml de Pb(NO3)2 (ac) a diferentes concentraciones en presencia de la lombriz de tierra
Eisenia foetida

Tabla 6.4 Resultados de la prueba de contacto en papel filtro con lombriz de tierra Eisenia
foetida aplicando Pb(NQs): (ac).

Distintas concentraciones de Pb(NOs), en g/l Cambios observados en las pruebas de
de las pruebas de contacto. contacto en papel filtro.

La lombriz de tierra se encuentra muerta al no
3 responder a estimulos mecanicos suaves.
Presenta necrosamiento, enroscamiento,
rigidez y sequedad en su estructura corporal.
La lombriz de tierra se encuentra muerta al no
responder a estimulos mecanicos suaves.

2 Presenta necrosamiento, ulceracion,
enroscamiento y rigidez en su estructura
corporal.

1 La lombriz de tierra se encuentra muerta al no

responder a estimulos mecénicos suaves.
Presenta necrosamiento y rigidez en su
estructura corporal.

0.5 La lombriz de tierra se encuentra viva al
responder a estimulos mecéanicos suaves.
Presenta una coloracién rojiza oscura y una
estructura corporal blanda y himeda.

0.25 La lombriz de tierra se encuentra viva al
responder a estimulos mecéanicos suaves.
Presenta una coloracién rojiza oscura y una
estructura corporal blanda y himeda.
La lombriz de tierra se encuentra viva al

Blanco de agua destilada. responder a estimulos mecanicos suaves.

Presenta una coloracion rojiza oscura y una
estructura corporal blanda y himeda.
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6.3.1Aplicacion del modelo logistico para la comprobacion de la prueba
de hipotesis y el calculo de la CLso

Al ingresar la sintaxis 2 en el programa estadistico R Version 2.14.0-2011 mostrada en el
anexo 1 para la aplicacion del modelo logistico a las concentraciones de la sal de
Pb(NOz3)2(ac) en conjunto con los valores de la variable de respuesta (mortalidad de la
lombriz de tierra) se genera la tabla 6.5 donde en la primer columna se indica el valor de los
predictores lineales estimados o y B y en la segunda columna se presenta el valor de p-value
asociado a cada coeficiente mencionado para probar que el predictor correspondiente es igual

a cero.

Tabla 6.5 Valores obtenidos al aplicar el modelo logistico a la sal de Pb(NO3)s (ac).

Coeficientes p-value.

Predictores. estimados.
o -4.366 0.0408
B 5.618 0.0427

El modelo de regresion logistica para la sal de Pb(NOs)2(ac) se expresaria de la siguiente

forma:

log[mij (X)/1-mij(X)] =0+ Bxij = -4.366+ 5.618 Xij ............... Ecuacion 6.5
i=1,2,...5
j=1.2...4
Utilizando la prueba de hipétesis propuesta en el capitulo 5 (vuelta a enunciar de nueva
cuenta en la ecuacion 6.6) para verificar la dependencia de la concentracion de la sal con la

mortalidad de la lombriz de tierra.

Ho:B=0.............. Ecuacion 6.6

Y en conjunto con un valor indicado en la tabla 6.5 para 3 distinto de cero, con su respectivo

valor de p-value asociado que es menor al a (nivel de significancia de 0.05), se rehaza Ho y
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se manifiesta la dependencia de la probabilidad de muerte para la lombriz de tierra Eisenia

foetida con la concentracion de la sal de Pb(NO3)2(ac) en la ecuacién 6.5

En la figura 6.19 se muestra la gréfica generada por el programa R al utilizar la sintaxis 2
presentada en el anexo 1.La curva en negro indica el ajuste del modelo logistico a los datos
experimentales y representa a una funcion de regresion logistica creciente al ser > 0 lo que
implica que n(X) (la probabilidad en la mortalidad de la lombriz de tierra) aumenta al
incrementar x (la concentracion de la sal de Pb(NOz)2(ac)) acorde a la ecuacion 6.5.
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Figura 6.19 Gréfica de mortalidad de lombriz de tierra Eisenia foetida vs concentracion de Pb(NOs3) (ac)
en g/l

Para calcular la CLso se utilizan los pardmetros lineales estimados del modelo de regresion
logistico ajustado y la ecuacion 6.7.
Clso =-0/B=-(-4.366)/5.618........c.cccvvnnn.. Ecuacion 6.7

Haciendo uso de la ecuacion 6.7 se calcula la CLso=0.777 g/l

Para determinar el intervalo de confianza se utiliza la ecuacion: 6.8 (Muhammad, 2009).

Error Estandar de CLso= (Log CLss-Log CLig) / (2N)O°..................... Ecuacion 6.8
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Donde: Log CLgs= Concentracion en la que el 84 % de las lombrices de tierra presentan
mortalidad.
Log CL1s= Concentracion en la que el 16 % de las lombrices de tierra presentan mortalidad.

N= numero de lombrices de tierra presentes en las 4 repeticiones por cada tratamiento.

Para determinar el CLgs y el CLis Se hace uso de la ecuacion 6.5

Y el error estandar de CLso = (L0g0.90-L0g0.648) / (8)*° = 0.05 g/l

Asi el intervalo del 95% de confianza para la ClLso = 0.777 g/l +/- 0.05 g/l;
(0.8279g/1-0.727g/1) para la lombriz de tierra Eisenia foetida en un periodo de 48 horas.
Transformamos el valor de CLso a unidades de pg/cm? para poder compararlo con el valor
reportado de 45 a 92 pg/cm? encontrado por Neuhauser ( 2000).

(0.7779/1)(5x1071) = 3.885 x 1023 g

Se multiplica por 5x107 1 debido a que fue el volumen final al realizar las diluciones.

3.885 x 10 g/80cm? = 4.85 x10° g /cm?

Se dividié por 80cm? porque es el area del papel filtro circular.

4.485 x107° g /cm? (10° pg/1g) = 48.56 pg/cm?

El mismo desarrollo se realiza para el intervalo de confianza obteniendo:

(0.05 g/l) (5x10731) =2.5x10* g

2.5x10* g / 80cm? = 3.125x10°® g /cm?

= 3.125x10® g /cm? (10 pg/1g) = 3.125 pg/cm?

Asi el intervalo del 95% de confianza para la CLso = 48.56 pg/cm? +/- 3.125 pg/cm? ;
(45.435 pg/cm? -51.685 pg/cm?) para Pb(NOs), utilizando como organismo de prueba a la
lombriz de tierra Eisenia foetida en un periodo de 48 horas.

El bioensayo ecotoxicoldgico se realizd bajo nuestras condiciones experimentales
particulares especificadas en la tabla 4.4 lo que lo hace diferente a otros bioensayos realizados
con los mismos compuestos y con el mismo organismo de prueba.

El valor de CLso se puede interpretar como un indicador de la peligrosidad de la sal en medio
acuso Yy resulta ser mayor a 5 mg/L que es el propuesto como limite maximo permisible en
el extracto PECT (procedimiento de extraccion de componentes toxicos) en la NOM-053-

SEMARNAT-2005. Dicho CLso no es aplicable para el género humano, pero se puede tomar
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como un valor orientativo para compararlo con las concentraciones acuosas del metal Pb a
partir de los jales mineros si se llegara a presentar lixiviacién producto de una lluvia &cida.
Dada la similitud entre el valor de CLso determinado en este trabajo de tesis y el calculado
por Neuhaser (2000) se verifica el correcto desempefio del experimentador y una aplicacion
adecuada del procedimiento efectuado en la relizacion del bioensayo acorde a la guia 207 de
la Organizacion para la Cooperacion y el desarrollo Economico (OECD) para la evaluacion
de sustancias (OECD,1984).

6.3.2 Prueba de Hosmer-Lemeshow

Para determinar la idoneidad del modelo de regresién logistica a los datos experimentales se
utiliza la prueba de Hosmer-Lemeshow. En dicha prueba se forman 10 grupos acorde a lo
establecido por Hosmer y Lemeshow (2000). Para ello se utiliza la sintaxis 2 correspondiente
a la prueba de bondad de ajuste en el programa R arrojando un valor de p-value =0.9999 para
el estadistico H de Hosmer y Lemeshow. Dado el valor de p-value a un a fijado de 0.05 se
confirma la idoneidad del modelo.

En este caso la Ho = el modelo de regresion logistica se ajusta a los datos observados.

6.4Resultados de la prueba con suelo artificial con la sal de NaAsO:
(mg/kg)

Anteriormente se prepararon soluciones acuosas de NaAsO, para homogeneizar el suelo
artificial y alcanzar las concentraciones en mg/kg reportadas en las figuras 6.20 a 6.24 donde
también se muestra el comportamiento de las lombrices de tierra Eisenia foetida en contacto
con las muestras de suelo artificial a distintas concentraciones de NaAsO2 en mg/kg. En la
figura 6.20 se presenta una muestra de suelo artificial a una concentracion de 500 mg/kg
donde se presentaron todos los organismos con pérdida de coloracion, enroscados y muertos,
en la figura 6.21 con una muestra a una concentracion de 400 mg/kg se presentaron 5
organismos con pérdida en la coloracion y muertos, en la figura 6.22 con una muestra a una
concentracion de 300 mg/kg se extrajeron las lombrices de tierra de la muestra de suelo
artificial y se presentaron 4 organismos muertos, en la figura 6.23 a una concentracion de 50

mg/kg se presentaron todos los organismos Vvivos.
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En el blanco de suelo artificial también se presentaron todos los organismos vivos. En la tabla

6.6 se indican los resultados para la prueba con suelo artificial en presencia de la lombriz de

tierra Eisenia foetida aplicando la sal de NaAsO; (mg/kg).

> |
. P2 q‘“ ! s 1
Figura 6.20 Con una muestra Figura 6.21 Con una muestra de Figura 6.22 Con una muestra de
de NaAsO2a 500 mg/kg. Se NaAsO> a 400 mg/kg. Se NaAsO> a 300mg/kg. Se
presen_taron todos los presentaron 5 organismos presentaron 4 organismos muertos
organismos enroscados y enroscados y muertos. fuera de la muestra de suelo

muertos. 13

Figura 6.23 Con una muestra de
NaAsO:z a 50mg/kg. Se presentaron
todos los organismos vivos.

artificial al ser extraidos
manualmente.

3
e S - PR
Figura 6.24 Blanco con una
muestra de suelo artificial donde
todos los organismos se presentan
vivos.

Figuras de la 6.20 a la 6.24 con muestras de NaAsO2 (mg/kg) a diferentes concentraciones en presencia de la lombriz de

tierra Eisenia foetida.
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Tabla 6.6 Resultados de la prueba en suelo artificial con lombriz de tierra Eisenia foetida
aplicando la sal de NaAsO, (mg/kg).

Distintas concentraciones de NaAsO; Cambios observados en las pruebas de suelo
(mg/kg) para las pruebas en suelo artificial. artificial.
Todos los organismos se encuentran muertos al
no responder a estimulos mecanicos suaves.
500 Presenta enroscamiento, rigidez, perdida de la
coloracion rojiza y sequedad en su estructura
corporal.
Se encontraron 5 organismos muertos al no
responder a estimulos mecéanicos suaves.
Presentan enroscamiento, rigidez, perdida de la
400 coloracion rojiza y sequedad en su estructura
corporal. Se reporté una lombriz viva al
responder a un estimulo mecanico pero
presento rigidez, sequedad y lentitud en su
movimiento.
Se reportaron 4 organismos muertos al no
responder a estimulos mecénicos suaves.
Presentan enroscamiento, rigidez, sequedad y
300 ruptura en su estructura corporal.
Los 2 restantes se presentaron vivas al
responder a estimulos mecénicos pero con
lentitud en su movimiento, sequedad y rigidez
en su estructura corporal.
Todos los organismos se encuentran vivos al
50 responder a estimulos mecénicos suaves.
Presentan una coloracion rojiza, enroscamiento
y una estructura corporal blanda y himeda.
Todos los organismos se encuentran vivos al
responder a estimulos mecénicos suaves.
Blanco. Presentan una coloracion rojiza, enroscamiento
y una estructura corporal blanda y hiimeda.
Los organismos tienden a aglomerarse entre si
mismos.

6.4.1Aplicacién del modelo logistico para la comprobacion de la prueba de hipoétesis y

el calculo de la CLso

Al ingresar la sintaxis para el disefio 3 en el programa estadistico R Version 2.14.0-2011
mostrada en el anexo 1 para la aplicacion del modelo logistico a las concentraciones de la sal
de NaAsO2 (mg/kg) en conjunto con los valores de la variable de respuesta se genera la tabla

6.7 donde en la primer columna se indica el valor de los predictores lineales estimados o y 8
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y en la segunda columna se presenta el valor de p-value asociado a cada coeficiente

mencionado para probar que el predictor correspondiente es igual a cero.

Tabla 6.7 Valores obtenidos al aplicar el modelo logistico a la sal de NaAsO (mg/kg).

Coeficientes p-value

Predictores. estimados
o -2.86084 3.14e-09
B 0.01107 9.36e-11

El modelo de regresion logistica para la sal de NaAsO. (mg/kg) se expresaria de la siguiente
forma:
log[mij (X)/1-mij(X)] =a+ Pxij=-2.86+ 0.011 Xjj ....euvvne... Ecuacién 6.9
i=1,2...5.
i=1.2..4.
Utilizando la prueba de hipétesis propuesta en el capitulo 5 (vuelta a enunciar de nueva
cuenta en la ecuacion 6.10) para verificar la dependencia de la concentracién de la sal con la

mortalidad de una lombriz de tierra.

Ho:B=0.............. Ecuacién 6.10

Y en conjunto con un valor indicado en la tabla 6.7 para 3 distinto de cero, con su respectivo
valor de p-value asociado que es menor al a (nivel de significancia de 0.05), se rehaza Ho y
se manifiesta la dependencia de la probabilidad de mortalidad de lombriz de tierra con la
concentracion de la sal de NaAsO2 (mg/kg) en la ecuacion 6.9

En la figura 6.25 se muestra la grafica generada por el programa R al utilizar la sintaxis para
el disefio 3 presentada en el anexo 1. En el eje y se presenta la mortalidad de las lombrices
de tierra por muestra siendo de 1 a 6 por unidad experimental y en eje x la concentracion de
la sal de NaAsO> (mg/kg). La curva en negro indica el ajuste del modelo logistico a los datos
experimentales y representa a una funcion de regresion logistica creciente al ser > 0 lo que
implica que 7(x) aumenta al incrementar X (la concentracion de la sal deNaAsO- acorde a la

ecuacion 6.9.
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Figura 6.25 Grafica de mortalidad de lombriz de tierra Eisenia foetida vs concentracion de NaAsO;
(mg/kg).

Para calcular la CLso se utilizan los pardmetros lineales estimados del modelo de regresion

logistico ajustado y la ecuacion 6.11.
Clso =-a/B=-(-2.86)/0.011.......ccccverinnn... Ecuacion 6.11

Haciendo uso de la ecuacion 6.11 se calcula la CLsp = 258.364mg/kg
Para determinar el intervalo de confianza se utiliza la ecuacion 6.12 (Muhammad, 2009).

Error Estandar de CLso= (Log CLsa-Log CLig) / (2N)*° ..., Ecuacion 6.12
Donde: Log CLsgs= Concentracion en la que el 84 % de las lombrices de tierra presentan
mortalidad.

Log CL1s= Concentracion en la que el 16 % de las lombrices de tierra presentan mortalidad.

N= suma de lombrices de tierra presentes en las 4 repeticiones por cada tratamiento.

Para determinar el CLgs y el CL16 se hace uso de la ecuacion 6.9
Y el error estandar es de CLso = (L0g323.40-L0g193.3) /(48)%° = 0.0321mg/kg
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Asi el intervalo del 95% de confianza para la CLsp = 258.364 mg/kg +/- 0.0321mg/kg;
(258.3319mg/kg-258.396mg/kg) para la lombriz de tierra Eisenia foetida en un periodo de
14 dias. EIl valor de la CLso se considera como un indicador de la peligrosidad de la sal
NaAsO2 (mg/kg) presente en la muestra de suelo artificial. Refiriéndonos a la tabla 4.11
encontramos que la concentracion del As presente en las muestras de jales mineros
sobrepasa el valor de la CLsg, ya que se encuentra en un intervalo de 202.5 mg/kg a 659.51
mg/kg. En el caso de que el metaloide As se encontraré en forma biodisponible y bioaccesible

en los relaves mineros representaria un peligro para las lombrices de tierra.

Se verifica un empleo correcto de la metodologia para la evaluacion de la CLso y una acertada
préactica por parte del experimentador al comparar el CLso calculado de 258.364 mg/kg +/-
0.0321mg/kg con el obtenido en una prueba por Zhifeng y sus colaboradores (2016) de
294.0+/- 9 mg/kg para NaAsO: en un periodo de 14 dias utilizando a la lombriz de tierra

Eisenia foetida como organismo de prueba.

6.4.2Prueba de la Devianza.

Para confirmar la idoneidad del modelo de regresidn logistico se aplica el estadistico
devianza para comprobar la Ho = ElI modelo de regresién logistica se ajusta a los datos
experimentales. Se utiliza la seccidn correspondiente a la prueba de la devianza de la sintaxis
para el disefio 3 del anexo 1 en el programa R para calcular un valor de p-value = 0.8849

asociado a este estadistico y confirmar el buen ajuste del modelo.

6.5Resultados de la prueba en suelo artificial con Pb(NO3). (mg/kg)

Anteriormente se prepararon soluciones acuosas de Pb(NOz). para homogeneizar el suelo
artificial y alcanzar las concentraciones en mg/kg reportadas en las figuras 6.26 a 6.30 donde
también se presenta el comportamiento de las lombrices de tierra Eisenia foetida en contacto
con las muestras de suelo artificial a distintas concentraciones de Pb(NO3)2 en mg/kg.

En la figura 6.26 se presenta con una muestra de suelo artificial a 4000 mg/kg donde se
presentaron todo los organismos muertos y con pérdida en su coloracion, en la figura 6.27

con una muestra a una concentracion de 3000 mg/kg se presentan 4 organismos muertos y
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con pérdida en coloracién encerrados en un cuadro rojo, en la figura 6.28 con una muestra a
una concentracion de 2000 mg/kg se indican dentro de un rectangulo rojo dos organismos
decolorados y muertos, en la figura 6.29 a una concentracion de 500 mg/kg se presentan
todos los organismos vivos con una coloracion brillante y aglomeradas entre si, el
aglomeramiento de lombrices de tierra es un comportamiento caracteristico de las lombrices
de tierra vivas. En la figura 6.30 se presenta el blanco de suelo artificial con todos los
organismos Vvivos. En la tabla 6.8 se presentan los resultados de la prueba con suelo artificial
con Pb(NOs)2 (mg/kg).

¢

. ) - _ Figura 6.28 Con una muestra
Figura 6.26 Con una muestra Figura 6.27 Con una muestra de de Pb(NOs)2 a 2000 mg/kg con

de Pb(NO3). a 4000mg/kg con Pb(NOs)2 a 3000mg/kg con 4 2 organismos muertos
todos los organismos muertos organismos muertos indicados en indicados en cuadrado rojo.
y con perdida en su un rectangulo rojo.

coloracion.18

Figura 6.29 Con una muestra de Figura 6.30 Con una muestra de
Pb(NOs)2 a 500 mg/kg con todos suelo artificial con todos los

los organismos vivos en una organismos vivos en una
coloracion brillante. coloracion brillante.

Figuras de la 6.26 a la 6.30 con Pb(NO3)2(mg/kg) a distintas concentraciones en presencia de la lombriz de
tierra Eisenia foetida.
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Tabla 6.8 Resultados de la prueba con suelo artificial en presencia de la lombriz de tierra Eisenia
foetida aplicando Pb(NQOs)2(mg/kg).

Distintas concentraciones de Pb(NOs),
(mg/kg) para las pruebas en suelo artificial.

4000.

3000.

2000.

500.

Blanco de suelo artificial.

Cambios observados en las pruebas de suelo
artificial.

Todos los organismos se encuentran muertos al
no responder a estimulos mecanicos suaves.
Presentan enroscamiento, rigidez, una
coloracion rojiza oscura e hinchazén en su
estructura corporal.

Se encontraron 4 organismos muertos al no
responder a estimulos mecanicos suaves.
Presentan enroscamiento, rigidez, una
coloracion rojiza oscura e hinchazén en su
estructura corporal.

Los 2 restantes se presentaron vivos al
responder lentamente al estimulo mecanico y
con la presencia de enroscamiento y rigidez en
su estructura corporal.

Se presentaron 2 organismos muertos al no
responder a estimulos mecénicos suaves,
ademas de presentar enroscamiento, rigidez,
una coloracion rojiza oscura e hinchazon en su
estructura corporal.

Los 4 organismos restantes se encontraron
vivos con una coloracién rojiza y una
estructura corporal blanda y himeda.

Todos los organismos Se encuentran vivos al
responder a estimulos mecanicos suaves Yy
presentan una coloracion rojiza oscura,
enroscamiento y una estructura corporal blanda
y himeda. Las lombrices de tierra tienden a
aglomerarse entre si.

Todos los organismos se encuentran vivos al
responder a estimulos mecéanicos suaves y
presentan una coloracion rojiza oscura,
enroscamiento y una estructura corporal blanda
y hlimeda.
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6.5.1Aplicacion del modelo logistico para la comprobacion de la prueba de hipdtesis y

el calculo de la CLso

Al ingresar la sintaxis para el disefio 4 en el programa estadistico R Version 2.14.0-2011
mostrada en el anexo 1 para la aplicacion del modelo logistico a las concentraciones de la sal
de Pb(NO3). (mg/kg) en conjunto con los valores de la variable de respuesta se genera la
tabla 6.9 donde en la primer columna se indica el valor de los predictores lineales estimados
ay By en la segunda columna se presenta el valor de p-value asociado a cada coeficiente

mencionado para probar que el predictor correspondiente es igual a cero.

Tabla 6.9 Valores obtenidos al aplicar el modelo logistico a la sal de Pb(NO3)2 (mg/kg).

Predictores. Coeficientes p-value
estimados

a -5.7576 1.86e-08

B 0.002218 7.5e-09

El modelo de regresion logistica para la sal de Pb(NOz3). (mg/kg) se expresaria de la siguiente
forma:
log[mij (X)/1-mij(X)] =a+ Bxij = -5.7576+ 0.0022 Xij ............... Ecuacion 6.13
i=1,2...5.
j=12...4.
Utilizando la prueba de hipotesis propuesta en el capitulo 5 (vuelta a enunciar de nueva
cuenta en la ecuacion 6.14) para verificar la dependencia de la concentracion de la sal con la
probabilidad de la mortalidad para una lombriz de tierra.

Ho: B=0......o....... Ecuacion 6.14
Y en conjunto con un valor indicado en la tabla 6.9 para 3 distinto de cero, con su respectivo

valor de p-value asociado que es menor al a (nivel de significancia de 0.05 fijado por el

programa R), se rehaza Ho y se manifiesta la dependencia de la probabilidad en mortalidad
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de la lombriz de tierra con la concentracion de la sal de Pb(NOs). (mg/kg) en la ecuacién
6.13.

En la figura 6.31 se muestra la gréfica generada por el programa R al utilizar la sintaxis para
el disefio 4 presentada en el anexo 1. La curva en negro indica el ajuste del modelo logistico
a los datos experimentales. En el eje y se presenta la mortalidad de las lombrices de tierra por
muestra siendo de 1 a 6 por unidad experimental y en eje x la concentracion de la sal de
Pb(NO3)2(mg/kg). La curva en negro indica el ajuste del modelo logistico a los datos
experimentales y representa a una funcion de regresion logistica creciente al ser > 0 lo que
implica que n(x) aumenta al incrementar x (la concentracién de la sal de Pb(NO3)2 (mg/kg))

acorde a la ecuacion 6.13.
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Figura 6.31 Gréfica de mortalidad de lombriz de tierra Eisenia foetida vs concentracion de Pb(NOs3),
(mg/kg) en muestra de suelo artificial.

Para calcular la CLso se utilizan los pardmetros lineales estimados del modelo de regresion

logistico ajustado y la ecuacion 6.13.

Clso =-a/ B =-(-5.7576)/0.0022..........ccoevnnn... Ecuacion 6.13

Haciendo uso de la ecuacion 6.13 se calcula la CLsp = 2593.103 mg/kg

Para determinar el intervalo de confianza se utiliza la ecuacion 6.14 (Muhammad, 2009).
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Error Estandar de CLso= (Log CLsa-Log CLig) / (2N)*° .. ..., Ecuacion 6.14
Para determinar el CLegs y el CL1s Se hace uso de la ecuacion 6.13
Y el error estandar es de CLsp = (L0g2920.54-1.0g2270.16) / (48)°° = 0.016 mg/kg
Asi el intervalo del 95% de confianza para la CLsp = 2593.103 mg/kg +/- 0.016mg/kg;
(2593.087mg/kg-2593.119mg/kg) para la lombriz de tierra Eisenia foetida en un periodo de
14 dias.

El CLso calculado en el presente bioensayo es un indicador de la peligrosidad de la sal
Pb(NOs)2 (mg/kg) presente en la muestra de suelo artificial. Refiriéndonos a la tabla 4.11
encontramos que la concentracion del Pb presente en las muestras de jales mineros
sobrepasa el valor de la CLso, ya que se encuentra en un intervalo de 2880 mg/kg a 4525.54
mg/kg. En el caso de que el metal Pb se encontrara en forma biodisponible y bioaccesible en

los relaves mineros representaria un peligro para las lombrices de tierra.

Se comprueba la pericia del realizador del bioensayo ecotoxicolégico y la adecuada
aplicacion del procedimiento indicado en la guia 207 para la evaluacion de sustancias
(OECD,1984) vya que el CLsp obtenido en esta tesis es de:
(2593.087mg/kg-2593.119mg/kg) y el CLso obtenido por Zhifeng y sus colaboradores,
(2016) es de 2589+/- 381 mg/kg para la sal de Pb(NO3)2 en un periodo de 14 dias utilizando
a la lombriz de tierra Eisenia foetida como organismo de prueba.

6.5.2 Prueba de la Devianza

Para confirmar la idoneidad del modelo de regresion logistico se aplica el estadistico
devianza para comprobar la Ho = ElI modelo de regresién logistica se ajusta a los datos
experimentales. Se utiliza la seccion correspondiente a la prueba de la devianza de la sintaxis
4 del anexo 1 en el programa R para calcular un valor de p-value= 0.978 asociado a este

estadistico y confirmar el buen ajuste del modelo.
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6.6Resultados de la prueba en suelo artificial manteniendo constante la
concentracion del Pb(NOs). (mg/kg) y variando la concentracion de
NaAsO2 (mg/kg)

Anteriormente se prepararon soluciones acuosas de Pb(NOs3). y de NaAsO,  para
homogeneizar el suelo artificial y alcanzar las concentraciones en mg/kg reportadas en las
figuras 6.32 a 6.36 se presenta el comportamiento de las lombrices de tierra Eisenia foetida
en contacto con las muestras de suelo artificial a distintas concentraciones de NaAsO:

(mg/kg) y manteniendo constante en 500 mg/kg la concentracion de Pb(NO3).

En la figura 6.32 se presenta con una muestra de suelo artificial a 300 mg/kg de NaAsO:
donde se presentaron todo los organismos muertos y degradados encerrados en un cuadro
rojo, en la figura 6.33 con una muestra a una concentracion de 200 mg/kg se presentan todos
los organismos muertos y degradados encerradas en un cuadro rojo, en la figura 6.34 con
una muestra a una concentracion de 100 mg/kg se indican dentro de un rectangulo rojo dos
organismos decolorados y vivos, en la figura 6.35 a una concentracién de 25mg/kg se
presentan todos los organismos vivos con una coloracion brillante y aglomeradas entre si. En
todas las muestras anteriores se mantuvo constante la concentracién de Pb(NO3)2 en 500
mg/kg En la figura 6.36se presenta el blanco de suelo artificial con todos los organismos

vivos. En la tabla 6.10 se registran los resultados para la prueba mencionada.

e — -_—
Figura 6.32Con una muestra Figura 6.33Con una muestra de Figura 6.34 Con una muestra
de NaAsO; a 300 mg/kg y 500 NaAsO2 a 200mg/kg y 500 de NaAsO2 a 100mg/kg y 500
mg/kg de Pb(NOs)2 con todos mg/kg de Pb(NOs)z con todos mg/kg de Pb (NOs)2 con dos
los organismos muertos y los organismos muertos y organismos vivos.
degradadosl degradadOS.
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Figura 6.35 Con una muestra de
NaAsO2 a 25 mg/kg y 500mg/kg de
Pb(NOz)2 con todos los organismos
Vivos.

Figura 6.36 Muestra de suelo
artificial con todos los organismos
Vvivos.

Figuras de la 6.32 a la 6.36 con NaAsO, (mg/kg) a diferentes concentraciones y a un valor constante para

Pb(NO3z)2 (mg/kg).

Tabla 6.10 Resultados de la prueba en suelo artificial manteniendo constante la concentracion de
Pb (NOs), en 500 mg/kg y variando la concentracion de NaAsO, (mg/kg).

Distintas concentraciones de NaAsO;
(mg/kg) para las pruebas en suelo artificial.

Cambios observados en las pruebas de suelo
artificial.

300.

200.

100.

25.

Muestra de suelo artificial.

Todos los organismos se encuentran muertos
presentando un estado de descomposicion con
ruptura de segmentos y sequedad en su
estructura corporal.

Todos los organismos se encuentran muertos
presentando un estado de descomposicion con
ruptura de segmentos, disminucion y sequedad
de su estructura corporal.

Se encuentran 2 organismos vivos al responder
a estimulos mecéanicos suaves. Presentan una
coloraciéon rojiza oscura y una estructura
corporal blanda y himeda. .

Todos los organismos se encuentran vivos al
responder a estimulos mecénicos suaves y
presentan una coloracion rojiza oscura,
enroscamiento y una estructura corporal blanda
y himeda. Las lombrices de tierra tienden a
aglomerarse entre si.

Todos los organismos se encuentran vivos al
responder a estimulos mecanicos suaves Yy
presentan una coloracion rojiza oscura,
enroscamiento y una estructura corporal blanda
y humeda. Las lombrices de tierra tienden a
aglomerarse entre si.
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6.6.1 Aplicacion del modelo logistico para la comprobacion de la prueba de hipotesis y

el calculo de la CLso

Al ingresar la sintaxis para el disefio 5 en el programa estadistico R Version 2.14.0-2011
mostrada en el anexo 1 para la aplicacion del modelo logistico a las concentraciones de la sal
de NaAsO: (mg/kg) y manteniendo constante la concentracion de Pb(NOs)2 (mg/kg) en 500
mg/kg en conjunto con los valores de la variable de respuesta(mortalidad de la lombriz de
tierra) se genera la tabla 6.11 donde en la primer columna se indica el valor de los predictores
lineales estimados o y B y en la segunda columna se presenta el valor de p-value asociado a

cada coeficiente mencionado para comprobar que el predictor correspondiente es igual a cero.

Tabla 6.11 Valores obtenidos al aplicar el modelo logistico a la sal de NaAsO- (mg/kg) con un
valor constante de 500 (mg/kg) para la sal de Pb(NOs3)..

Predictores. Coeficientes estimados p-value
a -2.73 1.30e-07
B 0.028227 1.87e-07

El modelo de regresién logistica para la sal de NaAsO2 (mg/kg) con un valor constante para
Pb(NO3)2(mg/kg) se expresaria de la siguiente forma:

log[mij (X)/1-mij(X)] =0t Bxij=-2.73 + 0.0028 Xij ............... Ecuacion 6.15
1=1,23...5.
j=123.4.

Utilizando la prueba de hipoétesis propuesta en el capitulo 5 (vuelta a enunciar de nueva
cuenta en la ecuacion 6.16) para verificar la dependencia de la concentracién de la sal con la

probabilidad en mortalidad de una lombriz de tierra.

Ho:B=0.............. Ecuacion 6.16

Y en conjunto con un valor indicado en latabla 6.11 para  distinto de cero, con su respectivo

valor de p-value asociado que es menor al a (nivel de significancia de 0.05), se rehaza Ho y

98



se manifiesta la dependencia de la probabilidad en mortalidad de la lombriz de tierra con la
concentracion de la sal NaAsO2 (mg/kg) con un valor constante para Pb(NOz)2 (mg/kg) en
la ecuacion 6.15.

En la figura 6.37 se muestra la grafica generada por el programa R al utilizar la sintaxis 5
presentada en el anexo 1. En el eje y se presenta la mortalidad de las lombrices de tierra por
muestra siendo de 1 a 6 por unidad experimental y en eje x la concentracion de la sal de
NaAsOz(mg/kg).La curva en negro indica el ajuste del modelo logistico a los datos
experimentales y representa a una funcion de regresion logistica creciente al ser > 0 lo que
implica que n(x) aumenta al incrementar x (la concentracion de la sal de NaAsO2(mg/kg) en
conjunto con un valor constante para la sal de Pb(NO3)2 (mg/kg) acorde a la ecuacion 6.15.
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Figura 6.37 Gréfica de mortalidad de lombriz de tierra Eisenia foetida vs concentracion para la sal de NaAsO;
(mg/kg) y manteniendo constante la concentracién de Pb(NO3)s (mg/kg) en una muestra de suelo artificial.

Para calcular la CLso se utilizan los parametros lineales estimados del modelo de regresion

logistico ajustado y la ecuacion 6.17.

Clso =-a/B=-(-2.73)/0.028......ccvirinrinnnn. Ecuacion 6.17

Haciendo uso de la ecuacion 6.17 se calcula la CLsp= 97.0015 mg/kg

Para determinar el intervalo de confianza se utiliza la ecuacion 6.18 (Muhammad, 2009).
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Error Estandar de CLso= (Log CLss-Log CL1e) / (2N)*° ..........ooeeniin. Ecuacion 6.18

Para determinar el CLss y el CL16 Se hace uso de la ecuacion 6.15
Y el error estandar es de CLso = (L0g122.22-L0g71.20) / (48)°° = 0.034 mg/kg

Asi el intervalo del 95 % de confianza para la CLso = 97.0015mg/kg +/- 0.034 mg/kg;
(96.9675mg/kg-97.0355mg/kg) utilizando a la lombriz de tierra Eisenia foetida en un periodo
de 14 dias en una mezcla de NaAsO> (mg/kg) y manteniendo constante la concentracion de
Pb(NOz)2(mg/kg).

El valor de la CLso es un indicador numérico de la peligrosidad de la mezcla de NaAsO>
(mg/kg) con Pb(NO3)2(mg/kg) en la muestra de suelo artificial. Se pone de manifiesto una
reduccion del valor del CLso = (96.9675mg/kg-97.0355mg/kg) para la sal de NaAsO>
(mg/kg) en el caso de estar combinada con el compuesto Pb(NOz)2(mg/kg) respecto a que
si estuviera de forma individual CLsp = (258.3319mg/kg-258.396mg/kg).
Las concentraciones de As en las muestras de jal minero oscilan entre 202.5 mg/kg a 659.51
mg/kg siendo superiores al CLso obtenido en este bioensayo lo que indicaria un peligro para
las lombrices de tierra en el caso de que el metaloide estuviera en forma biodisponible y

bioaccesible.

6.6.2 Prueba de la Devianza

Para confirmar la idoneidad del modelo de regresion logistico se aplica el estadistico
devianza para comprobar la Ho = ElI modelo de regresion logistica se ajusta a los datos
experimentales. Se utiliza la seccion correspondiente a la prueba de la devianza de la sintaxis
5 del anexo 1 en el programa R para calcular un valor de p-value= 0.760 asociado a este
estadistico y confirmar el buen ajuste del modelo.

100



6.7Resultados de la prueba con suelo artificial manteniendo constante la
concentracion de NaAsO: (mg/kg) y variando la concentracion de
Pb(NOs)2 (mg/kg)

Anteriormente se prepararon soluciones acuosas de Pb(NOs3). y de NaAsO,  para
homogeneizar el suelo artificial y alcanzar las concentraciones en mg/kg reportadas en la
tabla 6. 5. En las figuras 6.38 a 6.42 se presenta el comportamiento de las lombrices de tierra
Eisenia foetida en contacto con las muestras de suelo artificial a distintas concentraciones de
Pb(NO3)2(mg/kg) y manteniendo constante en 50 mg/kg la concentracion de NaAsOo.

En la figura 6.38 se presenta con una muestra de suelo artificial a 3000mg/kg de Pb(NOs3)
donde se presentaron todo los organismos muertos y degradados encerrados en un cuadro
rojo, en la figura 6.39 con una muestra a una concentracion de 2000 mg/kg de Pb(NOs). se
presentan todos los organismos muertos y encerradas en un cuadro rojo, en la figura 6.40
con una muestra a una concentracion de 1000 mg/kg se indican dentro de un rectangulo rojo
cuatro organismos decolorados y muertos, en la figura 6.41 a una concentracion de 250
mg/kg se presentan todos los organismos vivos con una coloracion brillante y aglomerados
entre si. En todas las muestras anteriores se mantuvo constante la concentracion de NaAsO-
en 50 mg/kg En la figura 6.42 se presenta el blanco de suelo artificial con todos los

organismos Vvivos.

5 -l . |
Figura 6. 28 Muestra de NaAsO; a Figura 6. 29 Muestra de NaAsO; a Figura 6. 30 Muestra de

50mg/kg y 3000mg/kg de Pb(NOs); 50mg/kg y 2000mg/kg de Pb(NO3), NaAsO; a 50 mg/kg y 1000
con todos los organismos muertos. con todos los organismos muertos. mg/kg de Pb(NOs); con 4

organismos muertos.
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Figura 6. 31 Muestra de NaAsO;
a 50mg/kg y 250 mg/kg de

Pb (NOs); con todos los
organismos vivos.

Figura 6. 32Muestra de suelo
artificial con todos los
organismos vivos.

Figuras de la 6.38 a la 6.42 con Pb(NOs3)2 a diferentes concentraciones y con un valor constante de NaAsO2 (mg/kg) en
una muestra de suelo artificial en presencia de la lombriz de tierra Eisenia foetida.

Tabla 6.12 Resultados de la prueba en suelo artificial manteniendo constante la concentracion de
NaAsO; en 50 mg/kg y variando la concentracion de Pb(NOs), en mg/kg.

Distintas concentraciones de Pb(NOs), en

mg/kg para las pruebas en suelo artificial.

3000.

2000.

1000.

250.

Muestra de suelo artificial.

Cambios observados en las pruebas de suelo
artificial.

Todos los organismos se encuentran muertos al
no responder a estimulos mecanicos suaves.
Presentan  enroscamiento,  rigidez, una
coloracion rojiza oscura e hinchazén en su
estructura corporal.

Todos los organismos se encuentran muertos al
no responder a estimulos mecénicos suaves.
Presentan  enroscamiento, rigidez, una
coloracion rojiza brillante e hinchazén en su
estructura corporal.

Se encuentran 4 organismos muertos al no
responder a estimulos mecénicos suaves.
Presentan enroscamiento, rigidez, una
coloracion rojiza brillante e hinchazon en su
estructura corporal.

Todos los organismos se encuentran vivos al
responder a estimulos mecénicos suaves y
presentan una coloracion rojiza brillosa,
enroscamiento y una estructura corporal blanda
y himeda. Las lombrices de tierra tienden a
aglomerarse entre si.

Todos los organismos se encuentran vivos al
responder a estimulos mecanicos suaves y
presentan una coloracion rojiza brillante,
enroscamiento y una estructura corporal blanda
y himeda. Las lombrices de tierra tienden a
aglomerarse entre si.
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6.7.1Aplicacién del modelo logistico para la comprobacién de la prueba de hipoétesis y
el célculo de la CLso

Al ingresar la sintaxis para el disefio 6 en el programa estadistico R Version 2.14.0-2011
mostrada en el anexo 1 para la aplicacion del modelo logistico a las concentraciones de la sal
de Pb(NO3)2(mg/kg) y manteniendo constante la concentracién de NaAsO2(mg/kg) en 50
mg/kg en conjunto con los valores de la variable de respuesta se genera la tabla 6.13 donde
en la primer columna se indica el valor de los predictores lineales estimados oy f y en la
segunda columna se presenta el valor de p-value asociado a cada coeficiente mencionado

para probar que el predictor correspondiente es igual a cero.

Tabla 6.13 Valores obtenidos al aplicar el modelo logistico a la sal de Pb(NOs), (mg/kg) con un
valor constante de 50 mg/kg para la sal de NaAsO- (mg/kg).

Predictores. Coeficientes p-value
estimados.

A -2.5700395 3.59e-07

B 0.0027922 3.20e-07

El modelo de regresion logistica para la sal de Pb(NOz)> (mg/kg) con un valor constante para

NaAsO2(mg/kg) se expresaria de la siguiente forma:

log[mij (X)/1-mij(X)] =a+ Bxij=-2.57 + 0.00279 Xijj .......enn.... Ecuacion 6.19
1i=1,23...5.
i=1,23..4.

Utilizando la prueba de hipoétesis propuesta en el capitulo 5 (vuelta a enunciar de nueva
cuenta en la ecuacion 6.20) para verificar la dependencia de la concentracion de la sal con la

probabilidad de mortalidad para una lombriz de tierra.

Ho:B=0.............. Ecuacién 6.20

Y en conjunto con un valor indicado en la tabla 6.13 para 8 distinto de cero, con su respectivo

valor de p-value asociado que es menor al a (nivel de significancia de 0.05), se rehaza Hoy
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se manifiesta la dependencia de probabilidad de mortalidad para la lombriz de tierra con la
concentracion de la sal Pb(NOz)> (mg/kg) con un valor constante para NaAsO> (mg/kg) en
la ecuacion 6.19.

En la figura 6.43 se muestra la gréfica generada por el programa R al utilizar la sintaxis para
el disefio 6 presentada en el anexo 1. En el eje y se presenta la mortalidad de las lombrices
de tierra por muestra siendo de 1 a 6 lombrices por unidad experimental y en el eje x la
concentracion de la sal de NaAsO2(mg/kg).La curva en negro indica el ajuste del modelo
logistico a los datos experimentales y representa a una funcion de regresion logistica
creciente al ser B > 0 lo que implica que 7(x) aumenta al incrementar X (la concentracion de
la sal de Pb(NOz3). (mg/kg) en conjunto con un valor constante para la sal de NaAsO>

(mg/kg)) acorde a la ecuacion 6.19.

2 3 4 5 6
I

1
|

0
|
)

Mortalidad de Eisenia foetida

I I I I I I
200 1000 1500 2000 2500 3000

Concentracion mg/kg

Figura 6.43 Gréfica de mortalidad de lombriz de tierra Eisenia foetida vs concentracion de la sal Pb(NOs), y
manteniendo constante la concentracion de NaAsO; (mg/kg) en una muestra de suelo artificial.

Para calcular la CLsp se utilizan los pardmetros lineales del modelo de regresion logistico y

la ecuacion 6.21.

Clso = -/ B=-(-2.57)/0.00279....\eeeeeeeeeen, Ecuacién 6.21

Haciendo uso de la ecuacion 6.21 se calcula la CLsp= 920.4269 mg/kg
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Para determinar el intervalo de confianza se utiliza la ecuacion 6.22 (Muhammad, 2009).
Para determinar el CLsgs y el CL1s Se hace uso de la ecuacion 6.19
Y el error estandar es de CLso = (L0g1179.21-L.0g662.72) / (48)°° = 0.036 mg/kg

Asi el intervalo del 95 % de confianza para la CLso = 920.4269 mg/kg +/- 0.036 mg/kg;
(942.3902mg/kg-940.4629mg/kg) para la lombriz de tierra Eisenia foetida en un periodo de
14 dias en una mezcla de Pb(NO3)2(mg/kg) con un valor constante de NaAsO2 (mg/kg).

El valor de CLso se puede interpretar como un indicador de la peligrosidad de la mezcla de
Pb(NO3)2(mg/kg) con NaAsO2 (mg/kg) en la muestra de suelo artificial. El citado CLsg es
menor que las concentraciones de Pb encontradas en las muestras de jales mineros y
reportadas en la tabla 4.1 que se encuentran en un intervalo de 2880 mg/kg a 4525.54 mg/kg.
Se interpreta que en el caso de tener al metal Pb en forma biodisponible y bioaccesible en las
muestras de relaves mineros representaria un peligro para las lombrices de tierra.

También se manifiesta una disminucidon en el CLso = (942.3902mg/kg-940.4629mg/kg) de
la sal Pb(NOz)2(mg/kg) combinada con NaAsO2 (mg/kg) respecto si se encontrara de forma
individual CLso = (2593.087mg/kg-2593.119mg/kg) .

6.7.2 Prueba de la Devianza

Para confirmar la idoneidad del modelo de regresién logistico se aplica el estadistico
devianza para comprobar la Ho = ElI modelo de regresion logistica se ajusta a los datos
experimentales. Se utiliza la seccion correspondiente a la prueba de la devianza de la sintaxis
para el disefio 6 del anexo 1 en el programa R para calcular un valor de p-value= 0.719

asociado a este estadistico y confirmar el buen ajuste del modelo.
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6.8Resultados de las pruebas en muestras de jales de mina la Prieta en
Hidalgo del Parral Chihuahua

En las figuras 6.44 a 6.50 se presentan los ensayos ecotoxicologicos haciendo uso de la
lombriz de tierra Eisenia foetida como organismo de prueba realizados con las muestras de
jales. Los puntos HP estan codificados para las concentraciones de Pb y de As en la tabla
4.11. Enlas figuras 6.44 a 6.50 se presenta la no mortalidad de las lombrices de tierra después
de haber sido expuestas a las muestras de jales mineros por un periodo de 2 meses.
En la tabla 6.14 se presentan los resultados para las pruebas mencionadas.

— - —; -
- "

Figura 6.44 Muestra de jal minero Figura 6.45 Muestra de jal minero Figura 6.46 Muestra de jal minero
del punto de HP2 con una lombriz del punto HP3 con una lombriz de del punto HP5 con una lombriz de
de tierra Eisenia foetida viva. tierra Eisenia foetida viva. tierra Eisenia foetida viva.

Figura 6.47 Muestra de jal minero Figura 6.48 Muestra de jal Figura 6.49 Muestra de jal

del punto HP7 con una lombriz de minero del punto HP16 con una minero del punto HP17 con

tierra Eisenia foetida viva. lombriz de tierra Eisenia foetida una lombriz de tierra Eisenia
viva. foetida viva.

‘Figura 6.50 Blanco de suelo
artificial con una lombriz de tierra
Eisenia foetida viva.
Figuras de la 6.44 a la 6.50 con distintas muestras de jales mineros en presencia de la lombriz de tierra
Eisenia foetida.
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Tabla 6.14 Resultados en pruebas ecotoxicoldgicas con lombriz de tierra Eisenia foetida aplicando
muestras de jales de mina la Prieta en Hidalgo del Parral Chihuahua.

Muestra de jal minero con la clave HP Cambios observados en las pruebas con jales
correspondiente. mineros.

La lombriz de tierra Eisenia foetida se encuentra
viva al responder a estimulos mecénicos suaves

HP2 y presenta una coloracion rojiza brillante,
enroscamiento y una estructura corporal blanda
y humeda.
La lombriz de tierra Eisenia foetida se encuentra
HP3 viva al responder a estimulos mecéanicos suaves

y presenta una coloracién rojiza brillante y una

estructura corporal blanda y himeda.

La lombriz de tierra Eisenia foetida se encuentra
HP5 viva al responder a estimulos mecénicos suaves

y presenta una coloracion rojiza brillante y una

estructura corporal blanda y himeda.

La lombriz de tierra Eisenia foetida se encuentra
HP7 viva al responder a estimulos mecénicos suaves

y presenta una coloracion rojiza brillante,

enroscamiento y una estructura corporal blanda

y hdmeda.

La lombriz de tierra Eisenia foetida se encuentra
HP16 viva al responder a estimulos mecanicos suaves

y presenta una coloracidn rojiza brillante y una

estructura corporal blanda y htimeda.

La lombriz de tierra Eisenia foetida se encuentra
HP17 viva al responder a estimulos mecanicos suaves

y presenta una coloracién rojiza brillante y una

estructura corporal blanda y htimeda.

La lombriz de tierra Eisenia foetida se encuentra

viva al responder a estimulos mecénicos suaves

Blanco de suelo artificial. y presenta una coloracion rojiza brillante,
enroscamiento y una estructura corporal blanda
y himeda.

En el caso de las muestras de jales mineros no se presenta mortalidad para las lombrices de
tierra Eisenia foetida en ninguno de los casos estudiados. Ni tampoco evidencia de presencia
visual de efectos tdxicos en la estructura corporal de los organismos sometidos a los
bioensayos ecotoxicoldgicos al termino de 2 meses de estar en contacto con las muestras de
jales mineros. Caso distinto a todos los demés bioensayos ecotoxicologicos donde las sales
de NaAsO: y de Pb(NO3)2 se encuentran en forma soluble, biodisponible y bioaccesible para

las lombrices de tierra Eisenia foetida.
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El resultado anterior indica que la biodisponiblidad del metaloide As y del metal Pb presentes
en las muestras de jales mineros en la mina la Prieta en Hidalgo del Parral Chihuahua no es
suficiente para causar la mortalidad de las lombrices de tierra Eisenia foetida ni tampoco
para provocar efectos toxicos observables bajo las condiciones de una humedad del 45 %y
a los pH indicados en la tabla 4.4. Caso contrario a los bioensayos ecotoxicologicos en
presencia de las sales de NaAsO. mg/kg y Pb(NOs). mg/kg donde en ambos casos los
compuestos mencionados se encuentran en forma soluble y biodisponible para los
organismos estudiados ocasionando su mortalidad y la presencia de efectos toxicos
observables.

Las pruebas realizadas con las sales de NaAsO> mg/kg y Pb(NOs). mg/kg tanto en forma
individual como combinada en las muestras de suelo artificial demuestran que
concentraciones menores del metaloide As y del metal Pb respecto a las encontradas a las
muestras de jales mineros causan un efecto toxico refleja en la mortalidad de las lombrices
de tierra y por ende en primera instancia se podria pensar en el peligro de los jales mineros.
Aunque son los valores de los pH de la tabla 4.4 ocasionados por la presencia de minerales
amortiguadores (Barraza, 2015) para las muestras de jales la clave para entender la no
mortalidad de las lombrices de tierra puesto que siendo todos ellos neutros o ligeramente
basicos no permiten que ni el As ni el Pb se encuentren en una forma lo suficientemente
biodisponible para los organismos estudiados. S6lo bajo el evento de que se presentara lluvia
acida sobre la zona de estudio el metaloide As y el metal Pb podrian lixiviar y encontrarse en
forma biodisponible originando un peligro para los organismos estudiados. Pero en la region
de la mina la Prieta en Hidalgo del Parral Chihuahua las lluvias son tan escasas que se
encuentran entre los 300 y 500 mm anuales respecto a los 625 mm promedio de la Ciudad de
México (CONEVYT, 2014). No se encontrd evidencia en la bibliografia de que se presente

lluvia &cida en la zona de estudio.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

De acuerdo a la revision bibliogréfica en los Gltimos 50 afios se han realizado estudios con el
uso de las lombrices de tierra Eisenia foetida para manejos ambientales denominados como
vermicomposteo. Asi mismo, en los ultimos 30 afios paises como China, India, Chile, Espafia
y Colombia han realizado estudios ecotoxicoldgicos involucrando a estos organismos de
prueba. Por otro lado, en los Gltimos 10 afios en paises como Chile se han puesto a la
vanguardia en cuanto a estudios ecotoxicologicos utilizdndolos en evaluaciones en muestras

de jales mineros.

Derivado de la investigacion en cuanto a las leyes y reglamentos, se encontré que en la
NORMA-141-SEMARNAT-2003 se establece un método de extraccion de metales y
metaloides a partir de jales mineros, cuyo objetivo es determinar su peligrosidad basados en
la comparacion de la concentracion de dicho extracto con los valores establecidos en la
NOM-052-SEMARNAT-2005.

Se utilizd un disefio completamente al azar para exponer a las lombrices de tierra Eisenia
foetida al metal Pb y al metaloide As en diferentes unidades experimentales. Los bioensayos
realizados fueron los siguientes: prueba en papel filtro con NaAsO: (ac) y Pb(NOs)2(ac) de
forma individual, prueba en muestras de suelo artificial con NaAsO. (mg/kg) vy
Pb(NO3)2(mg/kg) de forma individual y posteriormente de manera combinada manteniendo
constante el valor de la concentracion de una de ellas. En todos los casos estudiados con la
aplicacion del modelo logistico se demostro la dependencia de la mortalidad de la lombriz
de tierra con la concentracion de las sales estudiadas. EI mismo modelo se utiliz6 para

determinar la CLso para cada sal en todos los bioensayos efectuados.
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El mismo disefio experimental se utilizé para realizar la prueba ecotoxicoldgica con las
muestras de jales mineros. Y a diferencia de los bioensayos con las sales de NaAsO; y de
Pb(NO3)2 no se presenté mortalidad en las lombrices de tierra Eisenia Foetida ni signos de
toxicidad visuales al término de extender la prueba por 2 meses. Lo anterior pone de
manifiesto una diferencia en la biodisponibilidad y bioaccesibilidad del metaloide As y metal

Pb presentes en las muestras de jales mineros respecto a las muestras de suelo artificial.

Considerando que los bioensayos con las muestras de jal minero son a nivel laboratorio y no
resultan ser equiparables al ecosistema de la mina la Prieta de Hidalgo del Parral se concluye
que el grado en que son absorbidos los contaminantes metalicos presentes en dichos jales
por las lombrices de tierra Eisenia foetida no es el requerido para que se presenten efectos

toxicos observables en estos organismos.

Los resultados de ecotoxicidad utilizando a la lombriz de tierra Eisenia foetida con las
muestras de jales mineros obtenidos en el presente trabajo de tesis son complementarios al
conjunto de estudios de la NOM-141-SEMARNAT-2003 para determinar su toxicidad y
peligrosidad. Cabe mencionar que los estudios mencionados en la citada norma no
involucran la evaluacion de la ecotoxicidad en base a la interaccion de un organismo de
prueba con la muestra del jal minero ya que s6lo se basa en una cuantificacion y

caracterizacion quimica.

Como recomendacion a este trabajo se propone realizar extracciones del metaloide As y del
metal Pb a partir de las muestras de jales mineros segln lo establecido en la NOM-141-
SEMARNAT-2003 y efectuar nuevos bioensayos ecotoxicoldgicos con estos extractos para

comprobar lo ocurrido con las muestras de suelo artificial.

Finalmente la hipotesis en donde se plantea que “La exposicion de las muestras de jales
mineros de la mina La Prieta en Hidalgo del Parral, Chihuahua, a la lombriz de tierra
Eisenia foetida pueden causar su mortalidad” se rechaza dado que los organismos
permanecieron vivos durante las pruebas efectuadas en el laboratorio. Se concluye que bajo
las condiciones en las que se encuentran los relaves mineros no representan un peligro para

las lombrices de tierra.
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ANEXO 1

Codigo de programacion que se elabord en el software R version 3.2.3, para el analisis
estadistico.

Sintaxis para el Disefio 1 con el factor concentracién NaAsOz(ac).
setwd("E:/Logistico")
datos<-read.table('Ac2.txt',header=T)
datos
attach(datos)
Mortalidad
Concentracion
names(datos)
is.numeric(Mortalidad)
is.factor(Concentracién)
plot(Concentracién,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracion ", xlab="Concentracién",ylab="Mortalidad de Eisenia
foetida" )
M1 <- glm(cbind(Mortalidad) ~ Concentracidn, data = datos, family = binomial(link="logit"))
summary(M1)
b0.est<-coef(M1)[1]
b1.est<-coef(M1)[2]
b0.est
bl.est
curve(plogis(b0.est+b1.est*x),ad=T)
LD50<--coef(M1)[1]/coef(M1)[2]
LD50
###Usar estadistica Hosmer Lemeshow para bondad de ajuste del modelo.
### valores grandes del pvalue mejor modelo
hosmerlem = function(y, yhat, g=10) {
cutyhat = cut(yhat,
breaks = quantile(yhat, probs=seq(0,
1, 1/g)), include.lowest=TRUE)

obs = xtabs(cbind(1 -y, y) ~ cutyhat)
expect = xtabs(cbind(1 - yhat, yhat) ~ cutyhat)
chisq = sum((obs - expect)*2/expect)

P =1 - pchisq(chisq, g - 2)
return(list(chisq=chisq,p.value=P))

}
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HLgof test(fit = fitted.values(M1), obs =Mortalidad,ngr=10)

Resultados para el disefio 1 con el factor concentracion NaAsO-(ac)
setwd("E:/Logistico")

> datos<-read.table('Ac2.txt',header=T)

> datos

Concentracion Mortalidad

1 0 1
2 0.6 1
3 0.6 1
4 0.6 1
5 0.4 1
6 0.4 1
7 0.4 1
8 0.4 1
9 0.3 1
10 0.3 1
11 0.3 1
12 0.3 0
13 0.2 1
14 0.2 0
15 0.2 0
16 0.2 0
17 0.1 0
18 0.1 0
19 0.1 0
20 0.1 0
> attach(datos)

Concentracién, Mortalidad
> Mortalidad
[1]11111111111010000000
> concentracion
[1] 0.6 0.6 0.6 0.6 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3 0.3 0.30.20.20.20.20.10.10.1
[20] 0.1
> names(datos)
[1] "concentracion" "Mortalidad"
> js.numeric(Mortalidad)
[1] TRUE
> is.factor(Concentracion)
[1] FALSE
> plot(Concentracion,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracién
b="Mortalidad de Eisenia foetida" )
> M1 <- gIm(cbind(Mortalidad) ~ Concentracioén, data = datos, family = binomial(link="1ogit"))
> summary (M1)

, xlab="Concentracién",yla

call:
gIlm(formula = cbind(Mortalidad) ~ Concentracioén, family = binomial(link = "logit"),
data = datos)

Residuales de la Devianza:
Minimo 1Q Mediana 3Q Maximo
-1.78882 -0.17930 0.01152 0.17927 1.78865

Coeficientes:

Estimado Error Estandar. z value Pr(>|lzl|)
(Intercepto) -6.871 3.315 -2.072 0.0382 *
concentracion 27.484 12.825 2.143 0.0321 *
codigos de significancia: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ * 1

(Parametro de dispersion para una familia binomial es igual a 1)

Devianza Nula: 26.9205 con 19 grados de Tibertad
Devianza residual: 9.3637 con 18 grados de Tibertad
AIC: 13.364

Numero de iteraciones de Fisher: 7

> b0.est<-coef(M1)[1]
> bl.est<-coef(M1)[2]
> b0.est
(Intercepto)
> bl.est
Concentracion
27.48443

> curve(plogis(b0.est+bl.est*x),ad=T)
> LD50<--coef(M1) [1]/coef(M1) [2]
> LD50
(Intercepto)

0.2499932
###Usar estadistica Hosmer Lemeshow para bondad de ajuste del modelo.

> HLgof test(fit = fitted.values(M1), obs =Mortalidad,ngr=10)
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Hosmer-Lemeshow H statistic

data: fitted.values(M1) and Mortalidad
X-squared = 0.244, df = 8, p-value =1
#### el modelo ajusta bien

Sintaxis para el disefio 2 con el factor concentracion de Pb(NOs)(ac).

setwd("E:/Logistico")
datos<-read.table('Pb1l.txt',header=T)
datos
attach(datos)
Mortalidad
Concentracion
names(datos)
is.numeric(Mortalidad)
is.factor(Concentracién)
plot(Concentracion,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracién
foetida")
M1 <- glm(cbind(Mortalidad) ~ Concentracidn, data = datos, family = binomial(link="Ilogit"))
summary(M1)
b0.est<-coef(M1)[1]
b1l.est<-coef(M1)[2]
b0.est
bl.est
curve(plogis(b0.est+b1.est*x),ad=T)
LD50<--coef(M1)[1]/coef(M1)[2]
LD50
###Usar estadistica Hosmer Lemeshow para bondad de ajuste del modelo.
### valores grandes del pvalue mejor modelo
hosmerlem = function(y, yhat, g=10) {
cutyhat = cut(yhat,
breaks = quantile(yhat, probs=seq(0,
1, 1/g)), include.lowest=TRUE)
obs = xtabs(cbind(1 -y, y) ~ cutyhat)
expect = xtabs(cbind(1 - yhat, yhat) ~ cutyhat)
chisq = sum((obs - expect)*2/expect)
P =1 - pchisq(chisq, g - 2)
return(list(chisq=chisq,p.value=P))
}
HLgof.test(fit = fitted.values(M1), obs =Mortalidad,ngr=10)

, xlab="Concentracién",ylab="Mortalidad de Eisenia

Resultados para el disefio 2 con el factor concentracion Pb(NOs), (ac)
> Mortalidad
[1]11111111111010000000
concentracion
[1] 3.00 3.00 3.00 3.00 2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.50 0.50 0.50
[16] 0.50 0.25 0.25 0.25 0.25
>names (datos)
[1] "cConcentracidén" "Mortalidad"
>is.numeric(Mortalidad)
[1] TRUE
>is.factor(Concentracion)
[1] FALSE
>plot(Concentracion,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracién ",
xlab="Concentracién",ylab="Mortalidad de Eisenia foetida" )
>M1 <- gIm(cbind(Mortalidad) ~ Concentracion, data = datos, family = binomial(link="Togit"))
>summary (M1)

call:

glm(formula = cbind(Mortalidad) ~ Concentracidn, family = binomial(link = "logit"),
data = datos)
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Residuales Devianza:
Minimo 1Q Mediana 3Q Maximo
-1.73428 -0.31766 0.00274 0.04554 1.86979

Coeficientes:

Estimado Error Estandar z value Pr(>|zl)
(Intercepto) -4.366 2.134 -2.046 0.0408 *
concentracion 5.618 2.773 2.026 0.0427 *
cédigos de Significancia: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 * * 1

(Parametro de dispersidn para familia binomial igual a 1)

Devianza Nula: 26.9205 con 19 grados de libertad.
Devianza residual: 9.5718 con 18 grados de libertad.
AIC: 13.572

Numero de iteraciones de Fisher: 7

>b0.est<-coef(M1) [1]
>bl.est<-coef(M1)[2]
>b0.est
(Intercepto)

-4.366015
>bl.est
concentraciodn

5.618492

>curve(plogis(b0.est+bl.est*x),ad=T)
>LD50<--coef(M1) [1]/coef(M1)[2]
>LD50
(Intercepto)

0.7770794
Para la Bondad de Ajuste se utiliza la prueba de Hosmer-Lemeshow.
HLgof .test(fit = fitted.values(M1), obs =Mortalidad,ngr=10)
Hosmer-Lemeshow H statistic
data: fitted.values(M1) and Mortalidad
X-squared = 0.3891, df = 8, p-value = 0.9999

Sintaxis para el disefio 3 con el factor concentracién de NaAsO, (mg/kg).
setwd("E:/Logistico")

datos<-read.table('Assu.txt',header=T)

datos

attach(datos)

Lombrices

Mortalidad

Concentracién

names(datos)

is.numeric(Lombrices)

is.numeric(Mortalidad)

is.factor(Concentracion)

plot(Concentracion,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracion ",
xlab="Concentracién",ylab="Mortalidad de Eisenia foetida" )

M1 <- glm(cbind(Mortalidad, Lombrices-Mortalidad) ~ Concentracién, data = datos, family = binomial(link="logit"))
summary(M1)

b0.est<-coef(M1)[1]

b1l.est<-coef(M1)[2]

b0.est
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bl.est

curve(plogis(b0.est+b1l.est*x)*6,ad=T)
LD50<--coef(M1)[1]/coef(M1)[2]

LD50

#### Para la bondad de ajuste del modelo se utiliza la devianza.
1-pchisq(M1$deviance,M1$df.residual)

### el modelo ajusta bien

Resultados de la sintaxis para el disefio 3 con el factor concentracion de NaAsO; (mg/kg).
Concentracion, Mortalidad
>Lombrices
[1166666666666666666666%6°%66¢6
>Mortalidad
[11666655443334223321120000
>Concentracion
[1] 500 500 500 500 400 400 400 400 300 300 300 300 200 200 200 200 100 100 100
[20] 100 50 50 50 50
>names (datos)
[1] "cConcentracidn Lombrices" "Mortalidad"
>is.numeric(Lombrices)
[1] TRUE
>is.numeric(Mortalidad)
[1] TRUE
>is.factor(Concentracion)
[1] FALSE
>plot(Concentracion,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracioén ",
xlab="Concentracion",ylab="Mortalidad de Eisenia foetida" )
>M1 <- gIm(cbind(Mortalidad, Lombrices-Mortalidad) ~ Concentracién, data = datos, family =
binomial(link="1ogit"))
>summary (M1)

call:
glm(formula = cbind(Mortalidad, Lombrices - Mortalidad) ~ Concentracién,
family = binomial(link = "Togit"), data = datos)

Residuales de la Devianza:
Minimo 1Q Mediana 3Q Maximo

-1.06710 -0.65967 0.03771 0.81207 1.13685

Coeficientes:

Estimado Error Estandar 2z value Pr(>|zl)
(Intercepto) -2.86084 0.48294 -5.924 3.14e-09 ***
Concentracion  0.01107 0.00171 6.477 9.36e-11 #***
Ccodigo de significancia: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ' 1

(Parametro de dispersion para una familia binomial igual a 1)
Devianza Nula: 82.916 con 23 grados de libertad

Devianza Residual: 14.445 con 22 grados de libertad

AIC: 52.924

Numero de iteraciones de Fisher: 4

>b0.est<-coef(M1) [1]

>bl.est<-coef(M1)[2]
>b0.est
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(Intercepto)
-2.860841

>bl.est
Concentracion

0.01107289
>curve(plogis(b0.est+bl.est*x)*6,ad=T)
>LD50<--coef(M1)[1]/coef(M1)[2]
>LD50
(Intercepto)

258.3644 )
#### para 1a bondad de ajuste del modelo

>1-pchisq(Ml$deviance,M1$df.residual) [1] 0.8849259
### e1 modelo ajusta bien

Sintaxis para el disefio 4 con el factor concentracion de Pb(NOs3)2(mg/kg) .
setwd("E:/Logistico")

datos<-read.table('Pbsu.txt',header=T)

datos

attach(datos)

Lombrices

Mortalidad

Concentracion

names(datos)

is.numeric(Lombrices)

is.numeric(Mortalidad)

is.factor(Concentracion)

plot(Concentracion,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracion
xlab="Concentracion",ylab="Mortalidad de Eisenia foetida" )

M1 <- glm(cbind(Mortalidad, Lombrices-Mortalidad) ~ Concentracidn, data = datos, family = binomial(link="logit"))
summary(M1)

b0.est<-coef(M1)[1]

bl.est<-coef(M1)[2]

b0.est

bl.est

curve(plogis(b0.est+b1.est*x)*6,ad=T)

LD50<--coef(M1)[1]/coef(M1)[2]

LD50

#### para la bondad de ajuste del modelo se utiliza la devianza
1-pchisq(M1$deviance,M1$df.residual)

Resultados para el disefio 4 con el factor concentracion de Pb(NOs)2(mg/kg).

concentracion, Mortalidad
>Lombrices

[11 66 66666666666666©6F©6©6°¢6
>Mortalidad

[1166664443211201000000
>Concentracion

[1] 4000 4000 4000 4000 3000 3000 3000 3000 2000 2000 2000 2000 1000 1000 1000
[16] 1000 500 500 500 500
>names (datos)
[1] "Concentraciodn
>is.numeric(Lombrices)
[1] TRUE
>is.numeric(Mortalidad)
[1] TRUE

Lombrices" "Mortalidad"
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>is.factor(Concentracion)

[1] FALSE

>plot(Concentracion,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracion ",
xlab="Concentracion",ylab="Mortalidad de Eisenia foetida" )

>M1 <- gIm(cbind(Mortalidad, Lombrices-Mortalidad) ~ Concentracién, data = datos, family =
binomial(link="T1ogit"))

>summary (M1)

call:
gIm(formula = cbind(Mortalidad, Lombrices - Mortalidad) ~ Concentracion,
family = binomial(link = "logit"), data = datos)

Residuales Devianza:
Minimo 1Q Mediana 3Q Maximo
-1.0825 -0.3382 -0.2532 0.7018 1.4195

Coeficientes:

Estimado Error Estandar z value Pr(>|zl)
(Intercepto) -5.7576926 1.0237029 -5.624 1.86e-08 ***
Concentracién  0.0022187 0.0003839 5.779 7.50e-09 ***
Codigos de significancia: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

(Parametro de dispersion para una familia binomial es igual a 1)

Devianza Nula: 97.0326 con 19 grados de libertad
Devianza Residual: 8.0346 con 18 grados de Tibertad
AIC: 30.941
Numero de iteraciones de Fisher: 5
>b0.est<-coef(M1) [1]
>bl.est<-coef(M1)[2]
>b0.est
(Intercepto)

-5.757693
>bl.est
concentracion

0.002218676
>curve(plogis(b0.est+bl.est*x)*6,ad=T)
>LD50<--coef(M1) [1]/coef(M1)[2]
>LD50
(Intercepto)

2595.103
#### para 1a bondad de ajuste del modelo
> 1-pchisq(Ml$deviance,M1$df.residual)
[1] 0.9781165
### el modelo ajusta bien

Sintaxis para el disefio 5 con el factor concentracion de Pb(NOs), (mg/kg) constante y la

concentracion de NaAsO; variable.
setwd("E:/Logistico")
datos<-read.table('AsPbk.txt',header=T)
datos

attach(datos)

Lombrices

Mortalidad

Concentracion

names(datos)

is.numeric(Lombrices)
is.numeric(Mortalidad)
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is.factor(Concentracién)

plot(Concentracién,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracion
foetida" )

M1 <- glm(cbind(Mortalidad, Lombrices-Mortalidad) ~ Concentracion, data = datos, family = binomial(link="logit"))
summary(M1)

b0.est<-coef(M1)[1]

b1l.est<-coef(M1)[2]

b0.est

bl.est

curve(plogis(b0.est+b1.est*x)*6,ad=T)

LD50<--coef(M1)[1]/coef(M1)[2]

LD50

##### para la bondad de ajuste del modelo se utiliza a la devianza
1-pchisq(M1$deviance,M1$df.residual)

### el modelo ajusta bien

, xlab="Concentracién",ylab="Mortalidad de Eisenia

Resultados para el disefio 5 con el factor concentracion de Pb(NOs), (mg/kg) constante y la
concentracion de NaAsO; variable.

concentracion, Mortalidad
>Lombrices

[11666666666666666668©666
>Mortalidad

[1166666565334323210000
>Concentracion

[1] 300 300 300 300 200 200 200 200 100 100 100 100 50 50 50 50 25 25 25
[20] 25
>names (datos)

[1] "Concentracion Lombrices
>is.numeric(Lombrices)

[1] TRUE
>is.numeric(Mortalidad)

[1] TRUE
>is.factor(Concentracion)

[1] FALSE
>plot(Concentracion,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracioén ",
xlab="Concentracién"”,ylab="Mortalidad de Eisenia foetida" )
>M1 <- gIm(cbind(Mortalidad, Lombrices-Mortalidad) ~ Concentracién, data = datos, family =
binomial(link="T1ogit"))
>summary (M1)

! "Mortalidad"

call:
gIlm(formula = cbind(Mortalidad, Lombrices - Mortalidad) ~ Concentracion,
family = binomial(link = "logit"), data = datos)

Residuales de la Devianza:
Minimo 1Q Mediana 3Q Max

-1.21551 -1.02280 0.04679 0.70203 1.57056

Coeficientes:

Estimado Error Estandar z value Pr(>1zl|)
(Intercepto) -2.738061 0.518687 -5.279 1.30e-07 #*#**
concentracion 0.028227 0.005416 5.212 1.87e-07 *%*
Coédigos de Significancia: 0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

(Parametro de dispersion para una familia binomial igual a 1)

Devianza Nula: 92.312 con 19 grados de libertad
Devianza Residual: 13.511 con 18 (grados de libertad
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AIC: 38.952
Numero de iteraciones de Fisher: 5

>b0.est<-coef(M1) [1]
>bl.est<-coef(M1)[2]
>b0.est
(Intercepto)
-2.738061
>bl.est
Concentracion
0.028227
>curve(plogis(b0.est+bl.est*x)*6,ad=T)
>LD50<--coef(M1) [1]/coef(M1) [2]
>LD50
(Intercepto)
97.0015
#### para l1a bondad de ajuste del modelo
> 1l-pchisq(M1$deviance,M1$df.residual)
[1] 0.7603943
> ### el modelo ajusta bien

Sintaxis para el disefio 6 con el factor concentracién de Pb(NOs), (mg/kg) variable y la

concentracion de NaAsO; constante.
setwd("E:/Logistico")
datos<-read.table('PbAsk.txt',header=T)

datos

attach(datos)

Lombrices

Mortalidad

Concentracién

names(datos)

is.numeric(Lombrices)

is.numeric(Mortalidad)

is.factor(Concentracién)
plot(Concentracién,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracion
foetida")

M1 <- glm(cbind(Mortalidad, Lombrices-Mortalidad) ~ Concentracion, data = datos, family = binomial(link="logit"))
summary(M1)

b0.est<-coef(M1)[1]

b1l.est<-coef(M1)[2]

b0.est

bl.est

curve(plogis(b0.est+b1.est*x)*6,ad=T)

LD50<--coef(M1)[1]/coef(M1)[2]

LD50

#### para la bondad de ajuste del modelo se utiliza la devianza
1-pchisq(M1Sdeviance,M1Sdf.residual)

, xlab="Concentracién",ylab="Mortalidad de Eisenia

Resultados de la Sintaxis para el disefio 6 con el factor concentracion de Pb(NOs). (mg/kg)
variable y la concentracion de NaAsO; constante.

Concentracion, Mortalidad
>Lombrices

[1166666666666666666©6©66
>Mortalidad

[1166666556443322230000
>Concentracion

[1] 3000 3000 3000 3000 2000 2000 2000 2000 1000 1000 1000 1000 500 500 500
[16] 500 250 250 250 250
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>names (datos)

[1] "concentraciodn Lombrices" "Mortalidad"

>is.numeric(Lombrices)

[1] TRUE

>is.numeric(Mortalidad)

[1] TRUE

>is.factor(Concentracion)

[1] FALSE

>plot(Concentracion,Mortalidad,main="Mortalidad de Eisenia foetida Vs Concentracion ",
xlab="Concentracion",ylab="Mortalidad de Eisenia foetida" )

>M1 <- glm(cbind(Mortalidad, Lombrices-Mortalidad) ~ Concentracién, data = datos, family =

binomial(Tink="Togit"))
>summary (M1)

call:
glm(formula = cbind(Mortalidad, Lombrices - Mortalidad) ~ Concentracién,
family = binomial(link = "logit"), data = datos)

Residuales Devianza:
Minimo 1Q Mediana 3Q Maximo
-1.3103 -1.0941 0.1898 0.5429 1.3994

Coeficientes:
Estimado Error Estandar z value Pr(>lzl)

(Intercepto) -2.5700395 0.5049626 -5.090 3.59e-07 *%*
concentracion 0.0027922 0.0005463 5.111 3.20e-07 ***
codigos de Significancia: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 ¢’ 1

(Parametro de dispersioén para una familia binomial igual a 1)

Devianza Nula: 89.687 con 19 grados de libertad
Devianza Residual: 14.150 con 18 grados de libertad
AIC: 39.886
Numero de iteraciones de Fisher: 6
>b0.est<-coef(M1) [1]
>bl.est<-coef(M1)[2]
>b0.est
(Intercepto)

-2.570040
>bl.est
concentracion

0.002792226
>curve(plogis(b0.est+bl.est*x)*6,ad=T)
>LD50<--coef(M1) [1]/coef(M1) [2]
>LD50
(Intercepto)

920.4269

##H para la bondad de ajuste del modelo
1-pchisq(M1$deviance,M1Sdf.residual)

>1-pchisq(M1$deviance,M1$df.residual)

[1] 0.7192468
##t# el modelo ajusta bien
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